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Résumé
La possibilité d’interférer avec les fonctions des récepteurs intégrines ouvre plusieurs
opportunités d’intervention thérapeutique dans des maladies aussi diverses que la
thrombose, l’inflammation et le cancer.
Des intégrines spécifiques, telles que la af33 et la af35, sont impliquées dans la
régulation de la fonction des cellules endothéliales; ainsi, les intégrines peuvent
contribuer non seulement à l’angiogenèse en favorisant et en commençant le
développement des nouveaux vaisseaux sanguins, mais également en participant à
la survie de la vascularisation nouvellement formée. Bref, l’intégrine a433 joue un
rôle important dans l’événement décisif de la formation des nouveaux vaisseaux
sanguins pendant l’angiogenèse tumoral
Le travail de recherche réalisé comporte la modification d’un ligand approprié pour se
fixer d’une manière stable et spécifique au récepteur de l’intégrine aB3; le ligand
choisi est active comme antagoniste du récepteur. La modification structurelle
appliquée au ligand permet son greffage sur un polymère destiné à produire des
nanoparticules ciblant activement les processus d’angiogenèse dans des tissus
cancéreux.
Des simulations numériques des interactions entre le ligand modifié et le récepteur
d’intégrine Œf33 ont été réalisées au moyen des logiciels qui effectuent le couplage
des molécules dans les sites actifs des récepteurs, pour confirmer la puissance et
spécificité du ligand modifié sur l’intégrine xf33.
La suite du travail envisageait la conception d’une voie de synthèse et la synthèse
comme telle du ligand, incluant la modification structurelle proposée et le greffage sur
le polymère.
Mots-clés:
Intégrine c33, angiogenèse, nanoparticules, PLA
Abstract:
The possibility cf interfering with the activity 0f integrin receptors opens a number
opportunities to treat different disorders such as thrombosis, inflammation and
cancer.
Specific integrins, such as af33 and Œv135 are involved in regulating the activity cf
endotheliai ceils; accordingiy, integrins do contribute not only to angiogenic
processes, starting and stimulating the deveiopment of new blood vesseis, but aiso
stimuiating the suMval of the formed vascular network. Summarizing, af33 integrin
has a decisive roi in new biood vesseis formation by angiogenic processes.
In this study, the modification cf a ligand, suitabie to specificaiiy bind the integrine
aj33 receptor, producing an antagonistic effect, was performed. This structurai
modification enables the moiecuie te be attached to a poiymer appropriate for the
further production of nanoparticies, targeting angiogenic processes in neopiasic
tissues.
Fiectronic simulations of interactions between the modified iigand and the integrine
ŒV33 receptor were made using specific software intended te perform the docking
process cf moiecuies on the active site cf the protein, in order to confirm the strength
and specificity cf the modified iigand over the integin a33.
Fin aiiy, the synthesis route of the ligand has been proposed and then this iigand was
produced, inciuding its structurai modification and its iinkage te the poiymer.
Keywords:
Integrin ŒVf33, angiogenesis, nanoparticies, PLA,
a Mary, porque a ti
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Chapître 1, Contexte
Introductïon
Le présent travail de recherche s’inscrit dans le domaine de la technologie
pharmaceutique appliqué au ciblage thérapeutique. Le ciblage est planifié au moyen de
vecteurs nano-particulaires capables de se diriger vers certaines structures biologiques,
grâce a la présence d’un ligand sur sa surface qui est spécifique pour se coupler à un
récepteur distinctif.
Le développement d’un vecteur comme celui énoncé précédemment, comprend
plusieurs étapes de recherche, en commençant par l’identification de la cible et le ligand
nécessaire pour la cibler, jusque la formulation d’un produit acceptable pour être
administré chez l’humaine, visant le traitement de la maladie d’intérêt. En général, il est
possible de résumer l’ensemble des étapes impliquées dans le développent, comme
suit:
j) Établir le champ d’action, c’est-à-dire, la maladie que l’on veut traiter.
ii) Identifier la cible biologique spécifique (récepteur) qui permettra d’interférer
sur cette maladie.
iii) Reconnaître les types moléculaires qui sont actifs comme ligands du
récepteur choisi.
iv) Trouver un Iigand spécifique et puissant qui produit l’effet désiré et qui
puisse être greffé sur le polymère qui formera les nano-particules.
y) Mettre au point la technique de greffage chimique du ligand sur le
polymère et les modifications structurelles nécessaires sur le ligand pour
réaliser le greffage.
vi) Effectuer des simulations numériques du couplage du ligand modifié dans
le site accepteur du récepteur, afin de comparer son activité par rapport
l’activité d’un ligand naturel, et établir si l’activité du ligand modifié n’est
7
pas affectée pour la transformation structurelle réalisée et pour son
greffage sur le polymère.
vii) Proposer une voie de synthèse chimique pour produire le ligand, incluant
sa modification structurelle pour le greffer sur le polymère.
viii) Synthétiser le ligand modifié en caractérisant les produits intermédiaires et
le produit final.
ix) Greffer chimiquement le ligand sur le polymère et caractériser le matériel
produit qui sera utile pour préparer les vecteurs actifs.
x) Fabriquer des nano-particules avec le polymère incluant le ligand greffé.
xi) Réaliser des essaies biologiques in-vitro pour déterminer la liaison des
nano-particules sur le récepteur ciblé et pour vérifier la libération prévue
des médicaments.
xii) Exécuter études de toxicité pour établir la sécurité du vecteur et sa
pharmacocinétique, et pour vérifier aussi la cinétique de livraison des
médicamentes à partir du vecteur.
xiii) Établir preuves des effets in-vivo du vecteur.
xiv) Effectuer des essaies cliniques pour déterminer l’activité chez des
volontaires humaines en bonne santé, puis chez des volontaires malades,
pour déterminer l’efficacité du médicament dans le traitement d’une
maladie ou d’une affection particulière. Les résultats des études cliniques
aident à décider si le médicament devrait être commercialisé.
Ainsi, le présent travail de recherche consiste en la réalisation des étapes i) ix); les
étapes restantes s’accompliront dans de prochains projets du groupe de recherche du
Dr. Hildgen.
En conséquence, le présent travail se base sur l’hypothèse qu’il est possible de modifier
chimiquement un ligand pour le greffer sur un polymère, tout sans affecter sa puissance
et sélectivité de couplage. En tant qu’hypothèse secondaire, on propose l’utilisation
des logiciels de couplage, pour vérifier -avant de commencer les travail de synthèse
que le ligand modifié est encore approprie pour cibler le récepteur; en même temps, les
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simulations permettent de examiner que les fonctions essentiels pour les interactions du
ligand avec le polymère, ne seront pas obstruées par le greffage. Les simulations
numériques sont très convenables pour optimiser l’utilisation du temps de la recherche
et pour éviter la déprédation des ressources.
Or, les objectifs du présent travail seront énoncés par la suite, en expliquant
postérieurement les fondements théoriques biologiques et techniques qui ont permis de
proposer les hypothèses précédentes, sur les quelles repose l’exercice de recherche
réalisé.
En premier, les récepteurs intégrines seront décrits brièvement, et leur fonctionnalité
sera également expliquée. Spécifiquement, les commentaires se concentrent sur le
sous-type av133, qui est la cible du ligand obtenu dans ce travail. En fait, un survol
bibliographique sera aussi fait pour de nombreux ligands d’intégrine déjà synthétisés et
de leur activité.
En outre, une partie très importante du travail réalisé repose sur l’exécution de
modélisations et de simulations numériques, qui imitent les interactions entre le
récepteur et le ligand et qui permettent de prédire l’affinité et le niveau de l’activité
biologique des molécules. Les principes des processus de couplage numérique entre
molécules seront exposés aussi dans cette introduction.
Objectifs de la recherche
L’objectif général du travail de recherche réalisé, comporte la modification et la synthèse
d’un ligand qui se fixe d’une manière stable et spécifique au récepteur de l’intégrine
Œv33. Le ligand choisi possède une activité antagoniste pour bloquer l’activité
angiogénique du récepteur. La modification appliquée au ligand permettra son greffage
ultérieur sur un polymère. Ce dernier est destiné à produire par la suite, des nano
particules, ciblant activement des processus d’angiogenèse dans des tissus cancéreux.
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L’accomplissement de cet objectif impliquait l’exécution de plusieurs tâches
subséquentes, en commençant par la recherche bibliographique des ligands des
intégrines, notamment du sous-type Œv133, afin d’en trouver un assez spécifique et
puissant en tant qu’antagoniste. En plus, le ligand choisi doit être facilement modifiable,
pour pouvoir ajouter une fonction chimique qui permettrait de faire une réaction de
greffage sur le polymère. Enfin, on cherchait à trouver un ligand correspondant à une
petite molécule suffisamment stable et relativement facile à synthétiser.
Une fois que la recherche bibliographique a fourni le type de ligand adéquat pour le
modifier chimiquement et permettre son greffage sur un polymère approprié pour
produire des nanoparticules, on a effectué des simulations numériques des interactions
entre Te ligand modifié et le récepteur d’intégrine aJ33. Ces simulations ont été réalisées
au moyen des logiciels qui effectuent le couplage numérique des molécules dans les
sites actifs des récepteurs. Ces différents logiciels appliquent différentes approches
conceptuelles et mathématiques, par conséquent les résultats obtenus ont été confirmés
en utilisant au moins deux logiciels distincts.
Après que l’étude numérique des interactions entre le ligand modifié et le récepteur ait
indiqué que le ligand continuerait à être puissant et spécifique sur l’intégrine af33, la
suite du travail consistait à concevoir une voie de synthèse du ligand, incluant la
modification structurelle proposée. Le but était de proposer une synthèse facile, rapide
et efficace.
L’étape finale de ce travail de recherche comprend la synthèse du ligand modifié et la
réalisation de la réaction de greffage sur le polymère, en s’assurant que les produits
attendus à chaque étape aient été obtenus et que les rendements soient acceptables.
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Contexte Bïologique
L’union de la matrice extracellulaire (MEC) aux cellules, suppose l’existence des
protéines d’adhérence transmembranaires. Elles agissent comme récepteurs de la
matrice et l’attachent au cytosquelette des cellules. Les principaux récepteurs sur les
cellules animales liant la plupart des protéines extracellulaires (collagènes, la
fibronectine, la vitronectine et des laminines) sont les intégrines.
Les intégrines font partie de la famille nombreuse des protéines homologues
transmembranaires, qui ont pour fonction d’agir comme récepteurs d’adhérence cellule-
matrice (points focaux d’adhésion), et correspondent aux complexes hétéro dimériques
composés de deux chaînes liées de façon non-covalente, une large chaîne c et une
plus petite 3; toutes le deux contiennent un grand domaine extracellulaire, une région
intramembranaire et un domaine cytoplasmique relativement petit. Les parties
extracellulaires des deux sous-unités s’associent pour former un récepteur fonctionnel
qui sert de récepteur à la MEC.
Figure 1. Schéma de la sous unité structurelle d’un récepteur cellulaire intégrine de
surface qui s’attache à la MEC. Les chaînes a et B sont liées pour des liaisons non
covalentes.1
brdnq
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Actuellement, 18 sous-unités et 8 sous-unités 3 sont connues, formant 24
hétérodimères a-f3 différents; dix-huit de ces récepteurs reconnaissent et s’attachent
aux protéines de la matrice extracellulaire, tandis que d’autres ont comme contre-
récepteurs des protéines extérieures des autres cellules.2 La structure et la diversité
fonctionnelle de la famille des intégrines se basent sur la capacité d’appariement des
sous-unités individuelles a et f3. Cependant, la clef pour l’occurrence des interactions
moléculaires entre les récepteurs d’intégrine et leurs ligands respectifs est l’identification
de la séquence Arg-Gly-Asp (RGD), connue pour être présente dans la plus part des
composants de la MEC, comme par exemple dans la fibronectine, la vitronectine, le
collagène, le fibrinogène, et le facteur de Von Willebrand.
Ainsi, le premier motif moléculaire identifié en détail, correspondant à la séquence
reconnaissable par les intégrines dans les ligands, est la séquence maintenant
classique arginine-glycine-ac.aspartique, trouvée par exemple dans la fibronectine.3
Cependant, pas toutes les intégrines n’identifient cette séquence; on a vu par exemple,
que d’autres motifs dans la fibronectine peuvent également servir de motif
d’identification pour les intégrines; en tait, la plupart des ligands d’intégrine ne
contiennent pas un emplacement fonctionnel pour le motif RGD.4
Par conséquence, en tant que la séquence de base (RGD) des ligands naturels
reconnaissables par plusieurs des intégrines est présente dans diverses molécules
endogènes, les fonctions des divers intégrines se chevauchent. Plusieurs récepteurs
peuvent se lier au même ligand; donc, la plupart des intégrines sont considérés
promiscues, signifiant qu’elles peuvent s’attacher à plusieurs ligands.
Ce qui est devenu clair dernièrement, c’est que les intégrines ne sont pas simplement
des emplacements d’adhérence (points focaux d’adhésion) sur la surface des cellules.
Les activités de beaucoup des intégrines peuvent être radicalement modulées par les
cellules, et alternativement les intégrines peuvent moduler l’activité cellulaire d’une
manière très éloignée de l’adhérence. Aujourd’hui, comme des autres récepteurs, les
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intégrines sont généralement considérées comme des récepteurs plurifonctionnels, qui
interagissent avec l’extérieur et l’intérieur de la cellule. C’est-à-dire, les intégrines
transmettent les signaux de l’extérieur de la cellule pour contrôler par exemple le
mouvement cellulaire, la morphologie, la croissance et l’expression génétique, et de la
même manière, elles peuvent être contrôlées de l’intérieur de la cellule pour moduler
leur affinité aux ligands. En conséquence, on suppose que la possibilité d’interférer
avec les fonctions des intégrines ouvre plusieurs opportunités d’intervention
thérapeutique, dans des maladies aussi diverses que la thrombose, l’inflammation et le
cancer.3
Les intégrines et le cancer
Les intégrines jouent plusieurs rôles dans un certain nombre de processus cellulaires
qui ont un grand impact sur le développement des tumeurs, y compris la régulation de la
prolifération, la motilité et l’invasion cellulaire ou encore l’identification des
métalloprotéinases à la surface des cellules, l’angiogenèse et l’apoptose. D’ailleurs, en
raison de la relation des intégrines avec les interactions cellulaires d’adhérence,
plusieurs études ont proposé qu’un sous-ensemble de ces récepteurs, la série c,
puisse être impliqué dans la progression et la production des métastases. En
conséquence, l’activité des intégrines peut s’observer de plusieurs façons dans le
développement du cancer.5’6 Nonobstant, le présent travail se concentre sur les
processus d’angiogenèse.
Il est bien connu que pendant la génération de nouveaux vaisseaux sanguins
(néovasculogenèse), la liaison des intégrines aVI33 sur la surface des cellules
endothéliales est une étape critique pour la différentiation et la maturation des nouveaux
vaisseaux.7 Ceci est une caractéristique essentielle des tumeurs solides cancéreuses.
Sans aucun doute, la prévention des interactions intégrine-ligand pourrait supprimer la
croissance cellulaire ou induire la mort des cellules par apoptose.8’9
13
En bref, la famille des récepteurs intégrines influence plusieurs aspects de la
progression et de la métastase des tumeurs, y compris, la survie des cellules, leur
prolifération, leur migration, et l’angiogenèse.1° Des intégrines spécifiques, telles que la
Œv133 et la aVf35, sont impliquées dans la régulation de la fonction des cellules
endothéliales (CE), et ainsi de l’angiogenèse, qui dépend en grande partie des
interactions des CE avec la MEC et les péricytes. Les intégrines peuvent contribuer
non seulement à l’angiogenèse en favorisant et en commençant le développement des
nouveaux vaisseaux sanguins, mais également en participant à la survie de la
vascularisation nouvellement formée.11
Les intégrines Œ33 et aVI35 semblent être étroitement associées aux processus
d’angiogenèse 12,13 et spécifiquement à l’angiogenèse dans les tumeurs.14’1516’17 En fait,
elles sont exprimées d’une façon minime dans des vaisseaux sanguins déjà établis,
alors que l’intégrine af33 est sensiblement sur-exprimée pendant le processus
d’angiogenèse.18 Par exemple, lorsque ‘angiogenèse est induite sur les molécules de
l’adhésion cellulaire (celI adhesion molecules —CAM) des oisillons avec des cytokines
purifiées, l’expression des aJ33 est stimulée près de quatre fois dans un délai de 72
heures.
Les antagonistes de l’intégrine ŒI33 (pas de l’intégrine de cs135) ont démontré leurs
puissance comme inhibiteurs de l’angiogenèse lorsque ils sont testés dans un certain
nombre de modèles animaux. Par exemple, l’administration topique ou systémique du
LM609, un anticorps monoclonal antagoniste de cf33, inhibe l’angiogenèse, tandis que
d’autres anticorps antagonistes d’outres sous unités d’intégrine sont inefficaces.14 De
même, l’administration du LM609 ou d’un peptide cyclique RGD antagoniste de a433, a
réduit la croissance des vaisseaux sanguins dans des tumeurs en croissance sur la
surface des CAM. Il est important de souligner que l’anticorps LM609 n’a pas eu aucun
effet sur les vaisseaux sanguins préexistants; en fait, l’anti a33 a induit ‘apoptose des
cellules dans les vaisseaux sanguins en prolifération (angiogenèse), sans affecter les
vaisseaux sanguins déjà établis; donc, la thérapie avec un anti-Œf33 semble viser
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seulement des vaisseaux sanguins en germination sans affecter les CEs dans des
vaisseaux mûrs.19
Ainsi, la formation de nouveaux vaisseaux sanguins à partir des capillaires préexistants
est une séquence d’événements qui a une importance primordiale dans un large
ensemble de processus physiologiques et pathologiques; néanmoins, l’angiogenèse
n’est pas habituellement active chez l’adulte normal, excepté pendant la réparation des
blessures, l’ovulation et la menstruation.
Dans des procès cancéreux, l’angiogenèse dépend de la stimulation des cellules
vasculaires par des facteurs de croissance libérés par des tumeurs ou d’autres tissus
malades; également, elle dépend de l’interaction des intégrines af33 et af35 avec leurs
ligands. Le mécanisme d’action des antagonistes de l’intégrine aI33 pour bloquer
l’angiogenèse semble être lié à leur capacité de favoriser sélectivement la mort
programmée des cellules (apoptose) des nouveaux vaisseaux sanguins en
croissance.19 Par conséquent, l’inhibition de l’angiogenèse (néovascularisation) peut
fournir des moyens de contrôle de la croissance tumorale et également des métastases,
sans affecter les tissus existants.20’24 De plus, dans certains cancers, tels que le cancer
du sein, l’expression du récepteur aV133 semble être en corrélation avec l’agressivité de
la maladie.21’22
Dans plusieurs études, certains auteurs ont proposé que l’intégrine af33 favorise
l’invasion par les cellules de mélanome in vitro. Dans la plupart des cas la capacité de
produire des métastases est corrélée avec l’expression de l’intégrine f3323 Lorsque
l’expression de l’hétérodimère a-13 a été comparée au potentiel cancérigène, il était clair
que les lignées les plus agressives ont tendance à exprimer les niveaux les plus élevés
d’intégrine Œv133.24
En outre, les antagonistes de l’intégrine a133 non seulement préviennent la croissance
des vaisseaux sanguins associés aux tumeurs, mais in vivo ils provoquent aussi la
régression des tumeurs déjà établies.19 En conclusion, ces résultats suggèrent que
15
l’intégrine uvJ33 joue un rôle important dans l’événement décisif de la formation des
nouveaux vaisseaux sanguins pendant l’angiogenèse tumoral.25’26 Cependant, la
corrélation avec la clinique n’existe pas toujours. Actuellement, la thérapie d’anti
angiogenèse est considérée au niveau mondial comme un approche qui peut mener aux
avancées nécessaires dans la lutte contre le cancer et d’autres maladies
proangiogéniques. 27,28,29
Alternativement, d’autres données ont indiqué un autre rôle significatif pour les
intégrines a33, dans la régulation de la croissance pendant la progression et la
métastase des tumeurs, ce qui n’est pas relié à son expression par les cellules
néoplasiques elles-mêmes mais plutôt à son expression par les cellules endothéliales
hôtesses normales. Par exemple, le nombre de micro-vaisseaux dans les tumeurs du
sein est corrélé avec le risque de métastases. Cependant, dans les tumeurs
expérimentales, on ne voit pas survenir de métastases avant la néo-vascularisation. On
établit une corrélation entre le pouvoir métastatique des cellules tumorales et
l’importance de la vascularisation de la tumeur primitive.
Ainsi, l’angiogenèse est cruciale pour le développement initial des tumeurs, et constitue
aussi un facteur définitif pour la production des métastases. En fait, la capacité des
tumeurs de se développer au delà du diamètre de 2 millimètres dépend de leur capacité
d’induire une réponse angiogénique qui génère nouveaux vaisseaux sanguins pour
répondre à l’augmentation des besoins métaboliques et assurer l’apport continue des
nutriments et d’oxygène.3° Par exemple, lorsque les cellules tumorales sont inoculées
dans un organe avasculaire, elles prolifèrent jusqu’à une taille d’environ 1 mm3, puis
stagnent et deviennent ‘dormantes’; lorsqu’elles sont inocules de nouveau dans des
organes vasculaires, elles prolifèrent donnant naissance à une tumeur massive et à des
métastases.31’32
D’après tous ces faits, des anticorps et des petites molécules inhibitrices (peptidiques et
non peptidiques) ont été développés en tant qu’antagonistes, comme agents anti
angiogénese potentiels, impliquant que les intégrines af33 sur les CE peuvent être une
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cible potentielle pour développer une alternative de thérapie anti-angiogénique et arriver
à diminuer la croissance des tumeurs et le développement de nouveaux vaisseaux,
aussi bien que pour l’augmentation de l’index d’apoptose des cellules malignes.19’33’3435
Étant donné qu’on a observé beaucoup d’associations entre l’expression des intégrines
av133 et les caractéristiques malignes des lignées de cellules humaines de mélanome,36 il
est clair que la modulation des intégrines xvJ33 au moyen des anticorps, par la régulation
des gènes ou par des agents pharmacologiques, puisse changer le comportement des
tumeurs.37 Les intégrines sont un système de reconnaissance cellulaire fascinant, qui a
le potentiel de devenir l’un des systèmes protéine-protéine le mieux compris, avec un
impacte thérapeutique très profonde.
Les Iïgands des intégrînes
La séquence tétrapeptidique -Arg-Gly-Asp-Ser est la structure minimale qui peut être
reconnu par les récepteurs des cellules dans la grosse glycoprotéine adhésive nommée
fibronectine. Il est bien connu que larginine, la glycine, et les résidus d’acide aspartique
sont absolument nécessaires pour l’identification des cellules par les récepteurs
intégrines, et que les acides aminés environnants peuvent jouer un rôle important dans
l’expression de l’activité d’attachement des cellules avec la fibronectine et d’autres
protéines ayant cette séquence.38 Donc, il était d’intérêt de produire des ligands avec
une activité améliorée, supérieur à l’activité modeste du inhibiteur peptidique naturel
fRGD) dans l’inhibition de l’agrégation plaquettaire (lC = lOOpM), et fournir
d’antagonistes efficaces, métaboliquement stables, et oralement actifs, qui imitent la
séquence d’identification RGD pour lier le récepteur.
Beaucoup dintégrines qui lient les glycoprotéines de la MEC, incluant le tripeptide arg
gly-asp (RGD), ont été identifiées par différentes approches. On pense que cette
séquence joue un rôle principal dans l’adhésion des cellules. En fait, presque la moitié
des intégrines connues lient la séquence tripeptidique (RGD), incluant par exemple, les
intégrines al33, aB5, aB6, aV38, X3F3i, a561 et a831.39
17
Malgré leur petite taille, les peptides RGD montrent un niveau remarquablement élevé
de spécificité. Le simple changement d’un acide aminé ou de l’acide aspartique
(GRGDSP) en acide glutamique (GRGESP) dans la fibronectine a conduit à des
résultats montrant une réduction de 100 fois de l’activité d’attachement.4° Cette
spécificité se fonde sur la nature de la conformation de l’emplacement pour le RGD.
La dépendance de la spécificité de la séquence RGD pour la liaison aux intégrines, à
l’égard de la conformation de l’emplacement du RGD et la nature des acides aminés
environnants, a été utilisée avec succès dans la conception des peptides sélectifs pour
s’attacher sur les intégrines. Les peptides d’adhérence, les RGD en particulier, ont
fourni beaucoup d’informations au sujet des mécanismes d’adhérence des cellules et
ont servi comme base pour le développement d’un nouveau groupe d’agents
pharmaceutiques peptidiques et non-peptidiques.
En particulier, beaucoup d’études appuient l’hypothèse que les différents récepteurs
d’adhésion qui reconnaissent la séquence Arg-Gly-Asp, peuvent identifier aussi des
différences dans la conformation et l’environnement du tripeptide Arg-Gly-Asp. De plus,
ces études établissent la possibilité d’obtenir des molécules synthétiques plus sélectives
pour différents récepteurs, et même plus puissantes que les peptides ayant la séquence
naturelle des molécules adhésives (RGD).41
Une des premières approches pour créer des ligands non peptidiques pour les
récepteurs des intégrines a été l’utilisation des composés qui possédaient des fonctions
amines et carboxyles, séparés par des distances de 10-20 À (semblable à la distance
entre la guanidine basique et l’acide carboxylique dans la séquence l’Arg-Gly-Asp).
Toutefois, ces composés ont été examinés seulement pour l’inhibition de la liaison du
1251-fibrinogen, suggérant la possibilité d’inhiber spécifiquement l’agrégation des
plaquettes au moyen du GPIIb/llla.42
1$
Lors de l’étude des conditions structurales pour l’identification appropriée du moitie RGD
par les intégrines, il a été démontré que les contributions les plus importantes à l’affinité
des ligands qui contiennent la séquence RGD dépendent de: (a) les groupes
guanidinium et carboxylate des résidus d’acides aminés arginine et aspartate
respectivement (les études des relations structure-activité ont démontré le rôle
indispensable de ces résidus pour l’identification par l’intégrine), et (b) l’espacement de
1 1 atomes entre les deux groupes fonctionnels ioniques, basé sur l’évidence que des
peptides analogues contenant la séquence Arg-Gly-Glu (RGE) avec une chaîne
d’espacement de 12 atomes entre les deux groupes ioniques, manquent de spécificité
pour la liaison sur les intégrines. Ainsi, une molécule relativement flexible avec des
parties fonctionnelles convenablement espacées, peut acquérir une configuration
comme celle de la séquence RGD. Ainsi, beaucoup de ligands non-peptidiques ont été
conçues et construits, sachant que la chaîne centrale du peptide à une contribution
directe mineure sur l’efficacité d’un ligand donné, mais sert principalement à dicter
l’espacement et l’orientation des groupes fonctionnels.43’44
Les premières petites molécules antagonistes de l’intégrine af33 ont été décrites dans la
décennie passée.45’46’47’48’49 Par la suite, d’autres groupes de recherche ont obtenu des
résultats dans le domaine, prouvant que différents types moléculaires répondant aux
conditions structurales spécifiques, ne se limitaient pas aux peptides cycliques.50’51’52’53
Plus récemment, d’autres ligands de l’intégrine af33 possédant des structures avec une
forte affinité pour le récepteur RGD ont été décrits. Ils déviaient de manière significative
du cadre classique des peptides. Ainsi, pour la conception et la synthèse des
antagonistes potentiels pour l’intégrine av133, beaucoup de groupes de recherche ont
développé des structures qui contiennent par exemple un noyau de benzène, de
benzodiazépine, ou d’urée,54’55’56 portant des fonctions carboxylate et des groupes
guanidine; ils ont également utilisé des structures d’hydrates de carbone,57’58 des séries
de composés basés sur des structures de nitroaryl,59 de composés d’indazole,6°
d’isoxazolines61 et de noyaux d’hydantoine,62 parmi beaucoup d’autres.
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En conclusion, il est évident que beaucoup de types moléculaires pourraient présenter
une activité comme ligand de lintégrine a33, naturellement à condition de respecter les
exigences d’adaptation à la structure du récepteur.
Chapitre 2, Approche générale au problème
Recherche d’un ligand
L’approche du problème de recherche d’un ligand de l’intégrine aVE33, susceptible d’être
greffé sur un polymère grâce à une modification structurale et sans affecter son activité
biologique, trouve fondement dans des travaux précédents réalisés par le group de
recherche du Dr Hildgen; en particulier, ceux au sujet de la fabrication d’un vecteur actif
visant la sélectine E, les processus inflammatoires et la neoangiogénèse tumorale. 63
Les buts de ce projet de recherche, sont de viser spécifiquement le récepteur d’intégrine
cL133 à l’aide d’un nano-vecteur pour modifier ou inhiber l’activité angiogénique des
tumeurs et en même temps, pour libérer les drogues anticancéreuses. Donc, il était
nécessaire de trouver un ligand efficace, susceptible de subir la modification structural
proposée pour le lier chimiquement à un polymère, tout cela sans perdre son activité
biologique.
Un ligand spécifique et puissant pour I’intégrïne xvp3
La révision bibliographique nous a conduit vers l’étude d’un genre particulier de
molécules non peptidiques qui miment la structure de la séquence RGD, et qui se
basent sur le noyau 1 ,4-benzodiazépine; ce type de molécules agissent comme
antagonistes très efficaces et sélectifs des intégrines.64
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Keenan et ses collaborateurs65 ont évalué un très grand groupe d’agents mimétiques
potentiels de larginine, correspondant à la série des 1 ,4-benzodiazépines substitués
dans la position 7. lIs ont identifié que les dérivés 1 ,4-benzodiazépines contenant un
benzimidazole sont des antagonistes efficaces et sélectifs de l’intégrine a33.66 De plus,
les analogues avec une unité méthylène de plus ou de moins (plus courte) étaient
beaucoup moins actifs que la quatrième molécule dans la table suivante, confirmant que
la longueur de cette molécule a été optimisée pour interagit avec les intégrines af33.
unTableau 1. Liaison aux
groupe Benzimidazole.65
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Il est aussi très important de souligner que dans le tableau 1, le quatrième composé
montre une grande affinité pour l’intégrine aVf33 (2 nM) et aussi une grande sélectivité,
puisque son affinité pour l’intégrine ulIb63 est seulement de 30iM. Les recherches de
Keenan et ses collaborateurs montrent aussi la versatilité du noyau de benzodiazépine
comme mimétique du peptide Gly-Asp y comme antagoniste efficace et non peptidique
des intégrines, parce que clairement, la série de 1 ,4-benzodiazépines peut être conçue
visant la sélectivité pour l’intégrine aVF33 ou l’intégrine allbB3, par exemple, simplement
lorsque la longueur et la nature du mimétique d’Arg est changée.
L’examen des relations structure-activité des acides 3-oxo-1 ,4-benzodiazépine-2-
acétique benzimidazole substitués, montre que, par rapport au groupe benzimidazole,
pour avoir une attache optimale sur le récepteur de la vitronectine, il est important
d’avoir la présence d’un groupe NH libre, une configuration particulière des azotes type
amidine et un anneau aromatique ou aliphatique fusionné. En outre, il est clair que les
substitutions sur l’amide de la position 7 de la benzodiazépine et sur l’amine de la
position 4, ne changent pas de manière significative l’activité de la molécule.67’68
R2 ŒVf33 Binding K1 (pM) av1331293adh.1C50 (nM)
H 6.5 500
OH2 CH2Ph 4 90
CH2 CH2O OH3 3 340
CH2CH2C(CH3)3 1.6 180
CH2CH2(3,4-O CH2O)Ph 6 250
CH2Ph 1.9 510
Tableau 2. Effet des substitutions dans la position 4 des antagonistes des intégrines
basés sur le noyau de benzodiazépine.67
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Sachant que la modification de ce type de molécules sur l’amine en position 4 du noyau
benzodiazépine n’affecte pas beaucoup l’affinité, la sélectivité et la puissance de ce
genre d’antagonistes; cela permet d’envisager l’utilisation de cette position pour inclure
un groupe fonctionnel supplémentaire afin de rendre possible l’union chimique du ligand
sur un polymère.
Par conséquent, en se basant sur les données du tableau 2 on a établi l’objectif de
synthétiser la molécule suivante (figure 2), correspondant au ligand désiré, avec le
groupe acide de la position 2 protégé (en forme d’ester), et le groupe hydroxyle libre
dans la positon 4 (obtenu par enlèvement sélectif du groupe méthylique protecteur -
éther-), pour ensuite effectuer le greffage du ligand au polymère grâce à une liaison de
type ester.
Figure 2: Structure moléculaire du ligand à synthétiser, protégé par un ester sur la
fonction carboxylique et avec un hydroxyle disponible pour se lier chimiquement à un
polymère.
méthyl 2-(7-(N-((1 H-benzo[d]imiUazo-2-yI)méthyI)-N-méthyIcarbamoy1)-2,3,4,5-tétrahydro-4-(2-
hydroxyéthyl)-3-oxo-1 H-benzo[eJ[1 ,4]diazépin-2-yI)acetate
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Chapitre 3, Couplage
Simulations numériques
Les méthodes théoriques et informatiques sont largement utilisées pour analyser,
étudier, et prévoir les interactions des ligands avec les macromolécules que sont ses
récepteurs. Des études de ce type ont été effectuées pour le récepteur intégrine
aV33.69’7° Par ailleurs, les approches informatiques facilitent également la conception de
nouvelles molécules utiles comme principes actifs pour un grand nombre de maladies,
sans faire appel à des travaux expérimentaux qui, en général, sont très chers.71
Par conséquence, pour examiner la capacité du ligand modifié (figure 3) d’agir comme
antagoniste sur ‘intégrine c1f33, plusieurs logiciels spécialisés dans la simulation du
couplage des ligands sur des protéines récepteurs ont été examinés, afin de confirmer
l’habileté (puissance et spécificité) du ligand proposé pour se lier au récepteur, ceci en
comparaison de l’activité de la séquence peptidique RGD. Néanmoins, il est bien connu
que les prédictions de comment une petite molécule se liera à une protéine est difficile,
et aucun logiciel ne peut garantir le succès. Cependant, les résultats des simulations
numériques peuvent être considérés comme une indication approximative du vrai
comportement des molécules.
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Le logiciel GOLD a été utilisé en premier.72 GOLD (Genetic Optimisation for Ligand
Docking -optimisation génétique pour les liaisons des ligands-) applique un algorithme
génétique pour optimiser le couplage flexible des ligands dans les sites actifs des
protéines. Pour garantir la précision et la fiabilité du logiciel, par exemple, la possibilité
réelle que le logiciel puisse prédire avec succès les possibles liaisons dans un contexte
donné, GOLD a été testé pour un grand nombre de complexes ligand-récepteur qui ont
été extraits de la base de données PDB (Protein Data Bank).73’74 La conclusion globale
de ces essais est que les meilleures propositions des interactions ligands-récepteurs
fournies par le logiciel sont correctes dans 70 à 80% des cas.75’76
Deuxièmement, le logiciel BioMed par Fujitsu, a été employé pour faire le couplage et la
qualification automatique du couplage du ligand choisi et modifié dans le site actif de
l’intégrine av33; ce logiciel utilise la mesure du potentiel de force moyenne (PMF) avec
un algorithme génétique de couplage.77
Pour effectuer les simulations, on a utilisé les données structurales de la structure
cristalline du segment extracellulaire de l’intégrine xVf33, complexé avec un ligand du
Figure 3: Ligand modifié dans la position 4 pour être greffé sur un polymère. Ce ligand
possède une activité supposée d’antagonisme puissant et spécifique sur l’intégrine avj33.
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type Arg-GIy-Asp.7879’80’81 De l’étude de la structure de ce complexe et d’après la
position du ligand RGD sur le récepteur, il a été possible de déterminer le site approprié,
emplacement que l’on présume adéquat pour lier aussi des ligands analogues
structuraux.
La prochaine série d’images82 montre d’abord la cavité dans l’intégrine aI3a, où le ligand
RGD est couplé -complexé- dans la structure cristalline du segment extracellulaire de
l’intégrine ŒV133 (Figure 5).
H
Figure 4, Ligand contenant la séquence RGD en configuration cyclique, correspondant à
la structure Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val.
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Ensuite, on voit la séquence RGD dans sa configuration Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val
cyclique, couplée à l’emplacement actif de la structure du segment extracellulaire du
récepteur de l’intégrine af33 (Figure 6).
Figure 5, Site actif pour la liaison des ligands du type RGD dans l’intégrine aj33.
Figure 6, Ligand RGD cyclique couplé dans le site actif de l’intégrine af33.
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La distribution de la polarité sur la surface du récepteur intégrine a433 avec le ligand
RGD cyclique couplé dans le site actif est montrée dans la figure 7; cette image montre
comment l’orientation des groupes polaires du ligand correspond à la polarité du
récepteur, les atomes d’oxygène s’orientent vers les zones bleus de la surface et les
atomes d’azote s’orientent vers les zones rouges (figure 7).
Finalement, l’image suivante, montre le site accepteur élucidé pour le récepteur avf33
avec le ligand RGD couplé. De plus, l’image prouve que la localisation de l’accepteur
est correcte, puisque sa position a été validée selon les données rapportées par
Marinelli et ai, qui révèlent que les résidus impliqués dans les interactions entre le ligand
et le récepteur sont: l’Aspl5O, l’Asp218, l’Arg216, l’Asn215, le Ser123 et le Tyr122. On
peut constater que tous les résidus mentionnés sont inclus sur le site accepteur identifié
(figure 8).83
Figure 7, Distribution de la polarité sur la surface du récepteur intégrine avf33, avec le
ligand RGD cyclique couplé dans le site actif.
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Figure 8, Site accepteur du récepteur intégrine Œv133 avec le ligand RGD couplé,
montrant les résidus impliqués dans les interactions principales entre le ligand et le
récepteur.
Le couplage avec le logiciel GOLD.
Le logiciel GQLD a été employé d’abord pour déterminer les modes d’attache du ligand
Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val cyclique (figure 4), molécule qui contient la séquence RGD qui
se trouve sur tous les Iigands naturels de l’intégrine avf33.
Ensuite, on a fait aussi le couplage du ligand ayant le noyau benzodiazépine proposé et
synthétisé dans le cadre de ce travail de recherche.
Cependant, GOLD produit des résultats fiables seulement si les fichiers électroniques
des données structurales pour la protéine et pour le ligand sont formatées correctement.
Il est donc essentiel qu’un certain nombre d’étapes de configuration soient suivies pour
préparer n’importe quelle structure pour son utilisation dans GOLD.
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Préparation des données structurales de la protéïne
Le fichier d’entrée correspondant à la protéine réceptrice intégrine aI33 utilisé pour la
simulation, inclut les données de structure complètes de la protéine. Cependant. Il est
nécessaire de signaler au logiciel GOLD la localisation du site actif de liaison pour le
ligand.
De plus, pour que les données soient acceptables, tous les atomes d’hydrogène doivent
être présents sur la structure de la protéine avant la simulation. Des atomes
d’hydrogène ont été placés sur la protéine (employant le programme de modélisation
moléculaire CaChe 5.0 par Fujitsu) afin de s’assurer que l’ionisation et les états
tautomériques sont définis clairement. Évidemment, ceci a impliqué de faire des
hypothèses au sujet des états de protonation des résidus tels que His, Glu and Asp.
En outre, GOLD permet de faire les simulations en tenant compte des caractéristiques
de flexibilité de la protéine, notamment le mouvement de torsion des angles des
groupes hydroxyles des résidus de Ser, Thr et Tyr. Les liaisons peuvent pivoter
pendant le couplage des Tigands afin d’optimiser les liaisons d’hydrogène entre les
molécules. Les fonctions ammonium (NH3) dans les résidus de lysine sont optimisées
de façon similaire. Tout le reste de la molécule de protéine est gardé rigide (statique).
Préparation des données structurales des ligands
Les données structurales du ligand contenant la séquence peptidique RGD et du ligand
correspondent à l’antagoniste basé sur le noyau de benzodiazépine, ont été formatées
selon les conditions de configuration nécessaires pour faire les simulations.
Les types de fichiers acceptables pour réaliser les simulations sont: le format MOL2 (par
Tripos), ou le format MOL (par MDL —format SD-). En raison de la difficulté d’accès au
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logiciel Sibyl de Tripos pour la modélisation moléculaire, le format des fichiers utilisés
correspond au format MOL de MDL.
Par ailleurs, comme précédemment, tous les atomes d’hydrogène doivent être présents
dans la structure d’entrée du ligand. Par conséquence, dans les structures des deux
ligands, tous les atomes d’hydrogène ont été ajoutés en s’assurant que l’ionisation et les
états tautomériques sont définis clairement.
En outre, grâce au logiciel de modélisation moléculaire CaChe 5.0, les ligands ont été
configurés (minimisés) dans son état d’énergie le plus bas et les types d’atome dans le
fichier PDB ont été examinés pour assurer l’exactitude de la structure.
Détermination du site de liaison du lïgand sur le
récepteur d’ïntégrine Œv133
Afin de faire les simulations du couplage des ligands avec le logiciel GOLD, il est
nécessaire d’indiquer le centre approximatif et la taille du site accepteur dans la protéine
réceptrice, ceci a été faite en désignant un atome proche au centre du site de liaison et
accessible au solvant. Cet atome a été identifié grâce à l’étude de la position du ligand
RGD sur la structure cristalline du segment extracellulaire de l’intégrine af33 complexée
avec le ligand Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val cyclique, correspondant à l’atome 16855, qui est
l’atome d’oxygène sur le résidu 21 6ARG de la chaîne B.
Par ailleurs, le rayon approximatif du site de liaison sur le récepteur, à partir de l’atome
central déjà déterminé, doit être également indiqué à GOLD. Dans ce cas-ci un rayon
de 10.0 À assure que la cavité réceptrice des ligands est assez grande pour contenir
n’importe quelle configuration structurale possible des molécules ligands (RGD cyclique
et l’antagoniste basé dans le noyau de benzodiazépine).
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De plus, le logiciel GOLD offre l’option d’employer un algorithme de détection de cavité,
LIGSITE, afin de limiter la région d’intérêt sur les surfaces concaves et accessibles aux
solvants.
Évaluation du couplage (docking score)
Pendant l’exécution des simulations de couplage entre le récepteur intégrine cf33 et les
ligands, les solutions trouvées par le logiciel GOLD sont évaluées selon une fonction
mathématique d’estimation du couplement entre les molécules: la fonction utilisée par
défaut pour le logiciel est la fonction GoldScore et c’est celle utilisée dans notre travail.
La fonction de GoldScore se compose de quatre éléments:
• Énergie des liaisons d’hydrogène protéine-ligand (external H-bond)
• Énergie des interactions de van der Waals protéine-ligand (external vdw)
• Énergie interne du ligand (internai vdw)
• Énergie de la tension de torsion du ligand (internai torsion)
GOLD emploie également des données de distributions des angles de torsion extraites
à partir de la base de données structurales de Cambridge (CSD) pour limiter l’espace de
conformation des ligands calculé par l’algorithme génétique.
Analyse des résultats
Après l’exécution de tous les essais du couplage entre le récepteur et les ligands, les
différents résultats sont comparés. D’abord, un des fichiers des résultats produits inclut
une matrice de racine carrée des carrés des déviations moyennes (root mean square
deviations -rmsd) entre les diverses positions possibles du ligand couplé. En fait, la
tâche effectuée par GOLD calcule plutôt l’estimation de la meilleure configuration
structurelle des molécules de ligands leur permettant de se coupler au récepteur. Plus
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que l’affinité et la puissance, le but des simulations est de trouver la configuration
structurelle tridimensionnelle la plus précise du ligand, pour produire son effet biologique
grâce à l’union ligand - récepteur.
La configuration du logiciel utilisée essayait dix processus du couplage sur le récepteur
pour chacun des ligands, et les progrès de l’algorithme génétique est contrôlé et
enregistré pour tous les essais. Lorsque tous les essais de couplage sont terminés, les
résultats pour chacune des configurations du ligand, sont comparés. Il est possible que
les dix essais programmés ne soient pas complétés, quand par exemple, les meilleurs
résultats obtenus ne présentent pas une déviation RMSD plus grande que 1 .5 À, c’est-
à-dire, que les solutions obtenues fournissent essentiellement le même résultat. Dans
cette situation, il est très probable que la solution trouvée soit correcte.
Ensuite, on montre les résultats obtenus par les simulations effectuées pour le ligand
contenant la séquence peptidique RGD et pour le ligand basé sur le noyau de
benzodiazépine.
Dans le cas du ligand contenant la séquence peptidique RGD correspondant à la
structure Arg-Gly-Asp-D-Phe-Val cyclique, le logiciel a proposé seulement trois
configurations structurelles différentes, puisque la variation positionnelle entre les
solutions fournit essentiellement le même résultat, d’après la déviation RMSD qui juge la
symétrie dans les molécules (RMSD < 1.5 Â). Donc, l’exécution du couplage pour le
ligand RGD a déterminé que la solution numéro 2 possède les meilleurs caractéristiques
de configuration structurelle et que la solution numéro 3 détient les caractéristiques les
moins appropriées.
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Figure 9: Résultats fournis par GOLD qui correspondent à la matrice de la racine de la
moyenne des carrés des erreurs (rmsd) entre les diverses positions possibles du ligand
RGD cyclique.
L’image suivante montre la superposition de la meilleure configuration structurale (rose)
et la pire solution (bleue) du ligand cyclique RGD, trouvées grâce aux simulations du
couplage réalisées avec le logiciel GOLD:
Figure 10, Superposition de la meilleure configuration structurale (rose) et de la pire
solution (bleue) du ligand cyclique RGD, trouvées grâce aux simulations du couplage
réalisées avec le logiciel GOLD.
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Dautre part, dans le cas du ligand antagoniste de l’intégrine af33 basé sur le noyau de
benzodiazépine, GOLD a fourni dix configurations structurelles différentes dont le
couplage accomplie avec la solution numéro 7 a les meilleurs résultats pour le couplage
sur le récepteur, tandis que la solution trouvée pour la configuration numéro 6 a les
pires.
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Figure 11: Résultats fournis par GOLD qui correspondent à la matrice de la racine de la
moyenne des carrés des erreurs (rmsd) entre les diverses positions possibles du ligand
basé sur le noyau de benzodiazépine.
L’image suivante montre la superposition de la meilleure configuration structurale (rose)
et la pire solution (bleue) du ligand antagoniste basé sur le noyau de benzodiazépine,
trouvées grâce aux simulations du couplage réalisées avec le logiciel GOLD:
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Par ailleurs, le processus du couplage des ligands sur un récepteur avec GOLD, fournit
un deuxième rapport où les résultats concernant l’évaluation des forces
intramoléculaires et intermoléculaires sont décrits. Pour chacun des ligands testés, ce
fichier présente un sommaire incluant l’estimation des forces pour toutes les tentatives
du couplage avec chacune des configurations structurales dévoilées dans les résultats
précédents.
Les tentatives du couplage sont énumérées selon les pointages obtenus pour
l’évaluation de l’attachement de la structure sur le récepteur, ainsi la meilleure solution
est placée en premier, présentant le pointage correspondant à l’aptitude globale de
couplage et ensuite l’analyse spécifique de chacune des composantes énergétiques.
Ce sont les deux composantes énergétiques correspondant aux interactions de Van der
Waals protéine-ligand —S(vdw_ext)- et ligand interne —S(int)-, et les deux composantes
énergétiques correspondant aux liaisons hydrogène protéine-ligand —S(hb_ext)- et aux
liaisons hydrogène internes du ligand —S(hb_int)-.
Les résultats obtenus pour le ligand RGD cyclique montrent que les interactions de
liaison avec le récepteur sont dues principalement aux forces de Van der Waals ligand
récepteur, et deuxièmement aux liaisons d’hydrogène ligand-récepteur.
Figure 12, Superposition de la meilleure configuration structurale (rose) et de la pire
solution (bleue) du ligand basé sur le noyau de benzodiazépine, trouvées grâce aux
simulations du couplage réalisées avec le logiciel GOLD.
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Fichier Ed4on Format Affi±açe
itness list for ligand C-RGDH_3d.mol, molecule 1
Mol No Fitness 5(hb_ext) s(vdw_ext) s(hb_int) s(int)
12 44.32 7.38 33.85 0.00
—9.601
3 43.97 9.80 32.31 0.00 —10.25
1 41.43 0.96 35.16 0.00 -7.89
Average Values:
43.24 6.05 33.78 0.00 —9.25
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Figure 13, Liste du chiffrage des différentes configurations du ligand RGD cyclique,
incluant l’évaluation des types d’interactions moléculaires.
En outre, les résultats obtenus pour le ligand antagoniste de benzodiazépine, incluant la
modification proposée pour permettre la liaison chimique à un polymère, montrent de la
même façon que les interactions de liaison avec le récepteur sont dues principalement
aux forces de Van der Waals ligand-récepteur, et deuxièmement à liaisons d’hydrogène
ligand-récepteur.
F3cNer Edlbon Format Affichage
itness list foc ligand 8OZH_3d.mol, molecule 1 —
Mol No Fitness S(hb_ext) 5(vdw_ext) S(hb_int) S(int)
17 58.26 15.62 37.83 0.00
-9.451
9 44.38 13.91 34.31 0.00 —16.72
4 44.07 13.58 31.80 0.00 —13.23
1 43.94 5.80 36.84 0.00 -12.51
8 43.16 3.99 34.21 0.00 -7.86
2 43.01 12.55 30.31 0.00 —11.22
3 42.01 2.11 36.98 0.00 -10.95
10 41.66 2.27 38.41 0.00 —13.42
5 38.63 8.37 28.89 0.00 -9.46
6 37.73 10.34 27.93 0.00 -11.02
Average Values:
43.69 8.85 33.76 0.00 -11.58 —
Figure 14, Liste du pointage des différentes configurations du ligand basé sur le noyau
de benzodiazépine, incluant l’évaluation des types d’interactions moléculaires.
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En résumé, pour les deux Iigands GOLD a fourni les résultats suivants:
Ligand Fitness S(hb_ext) S(vdw_ext) S(hb_int) S(int)
RGD-cyclique 44.32 7.38 33.85 0.00 -9.60
Benzodiazépine 58.26 15.62 37.88 0.00 -9.45
Tableau 3, Résumé du chiffrage du couplage pour les deux iigands, incluant l’évaluation
des types d’interactions moléculaires.
Finalement, les résultats précédents démontrent que nonobstant la modification
effectuée au ligand de benzodiazépine, ce ligand continue d’être plus puissant que celui
correspondant à la séquence peptidique RGD, puisque le pointage final déterminé est
plus élevé, aussi que les forces de liaison estimées sont plus grandes. Cependant, on
remarque que pour le ligand de benzodiazépine la proportion des liaisons hydrogène
avec le récepteur sont plus importantes et constituent un composant plus important pour
le couplage.
Couplage avec le logiciel BïoMed CaChe
Pour réaliser l’étude comparative du couplage entre les ligands avec le logiciel BioMed
CaChe de Fujitsu, on s’est servi une fois encore des données de la structure cristalline
du segment extracellulaire de l’intégrine Œv133 complexé avec le ligand RGD cyclique,
pour identifier d’abord le site accepteur et pour y lier ensuite les ligands.
Lorsqu’un fichier PDB qui contient l’information structurale sur une protéine est ouvert
dans le logiciel CAChe, de nouvelles informations sont automatiquement calculées et
ajoutées au fichier. Cependant, l’information exigée pour effectuer une bonne
modélisation moléculaire doit encore être ajoutée, comme par exemple, les atomes
d’hydrogène, l’hybridation d’atomes et les types des liaisons pour des groupes HET et
des résidus non standards. En outre, s’il y a des résidus absents ou incomplets, il peut
être nécessaire de corriger leurs structures. Néanmoins, le logiciel CaChe possède des
fonctions intégrées qui font ces tâches de façon semi-automatique.
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L’analyse des propriétés de protéines qui contiennent des milliers d’atomes est mieux
accomplie en représentant les propriétés moléculaires avec des images et des
graphiques qui réduisent la complexité et facilitent la compréhension. Étant donné que
les processus du couplage de ligands s’effectuent seulement sur une partie relativement
petite de la structure de la protéine où la petite molécule de ligand s’attache, il est très
important de visualiser facilement seulement le site actif accepteur des ligands.
Par l’analyse de la structure cristalline du segment extracellulaire du récepteur intégrine
af33 complexé avec le ligand cyclique RGD, on a localisé le emplacement du ligand en
signalant les résidus comprenant le site de liaison actif, correspondant aux résidus
voisins autour du ligand RGD dans un rayon de 7 Â.
Ensuite, les deux ligands (le RGD cyclique et ligand de benzodiazépine) ont été couplés
automatiquement dans l’emplacement actif choisi, en utilisant la méthode qui tient
compte du potentiel de la force moyenne (PMF) avec un algorithme génétique de
couplage.84 Le potentiel de la force moyenne est une approche basée sur la
connaissance des potentiels pour paires atomiques extraits de à partir de l’information
structurale des complexes bien connus de protéine-ligand contenus dans la banque de
données des protéines PDB. Il est clair que le PMF montre une corrélation significative
entre les affinités de liaison déterminées expérimentalement et les prédictions estimées
à partir des pointages calculés par ordinateur pour les complexes de divers ensembles
protéine-ligand.8586’87’88
Le couplage automatique a été fait pour chaque ligand dans une boîte de 20x20x20 Â,
placée de façon concentrique, dans le site actif de liaison déjà déterminé, en utilisant un
modèle d’ensemble d’atomes basé sur les valeurs de la force moyenne (les atomes
explicites d’hydrogène ne sont pas considérés), avec un algorithme du couplage qui a
une population de 50 chromosomes exécuté par 3.000 générations.
39
À la 3000éme génération, le processus se termine, et à ce moment il est possible de
visualiser les images présentant les ligands couplés dans le site actif du récepteur et les
données résultantes du couplage.
Résultats du Couplage
Les images suivantes montrent celles des ligands couplés dans le cite récepteur de
l’intégrine aI33, d’abord pour le ligand cyclique RGD et ensuite pour le ligand basé sur le
noyau de benzodiazépine; on montre également le pointage final du couplage estimé en
kcal/mole.
Figure 15, Couplage automatique du ligand cyclique RGD dans le récepteur intégrine
al33 avec le logiciel BioMed CaChe. Énergie -131 .336 kcal/mol
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Analyse du couplage
Dans les images précédentes, la couleur bleue dénote une surface où la protéine a
besoin de groupes donneurs d’hydrogène dans le ligand, la couleur crème marque une
surface hydrophobe. Donc, avec BioMed CaChe, il est possible de reconnaître la
surface du récepteur selon les couleurs affichées, et ainsi il est très facile d’évaluer la
position de couplage des ligands et de déterminer si son orientation est correcte.
Par conséquence, les ligands qui se couplent correctement sur le récepteur doivent
avoir par exemple des groupes accepteurs de liaisons d’hydrogène (par exemple -C=O)
qui touchent la surface rouge et des groupes contenant la fonction NH avec la liaison
NH orientée vers la surface bleu. Après l’analyse des images, il faut remarquer que
dans le couplage du ligand de benzodiazépine les groupes donneurs de liaisons
Figure 16, Couplage automatique du ligand basé dans le noyau de benzodiazépine
dans le récepteur intégrine Œv3 avec le logiciel BioMed CaChe. Énergie = -136.704
kcal/mol
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hydrogène coïncident avec la région de la surface bleu et que les groupes accepteurs
des liaisons d’hydrogène sont bien orientés vers les surfaces rouges.
Notons également que dans le ligand de benzodiazépine, le groupe d’hydroxyle sur la
position 4 est orienté vers la partie externe de la région d’attachement du récepteur; ceci
démontre que le greffage du ligand sur le polymère de PLA n’affectera pas l’affinité ni la
liaison de cette molécule avec le récepteur intégrine af33.
Le couplage des ligands sur le récepteur intégrine af33 avec le logiciel BioMed CaChe
confirme que la liaison du ligand basé sur le noyau de benzodiazépine est plus forte et
plus stable, même avec la modification proposée sur la position 4, que la liaison du
ligand RGD cyclique, puisque les énergies de liaison rapportées pour le logiciel sont
respectivement -136.704 kcal/mol et -131.336 kcal/mol.
En conclusion, on a démontré que le ligand de benzodiazépine modifié se couple dans
le même site accepteur du récepteur intégrine ULvI33, avec une affinité plus élevée que
celle du ligand RGD cyclique, et par ailleurs confirmant que l’hydroxyle disponible pour
lier le ligand avec le polymère est libre et ne participe pas aux interactions de liaison
avec le récepteur. Cette analyse nous a aidé à confirmer l’affinité du ligand proposé et
nous a permis de planifier la modification pour le greffer sur un polymère et
éventuellement produire de nanoparticules actives ciblant le récepteur intégrine af33.
Transition vers la synthèse
Après avoir choisi un ligand puissant et sélectif pour cibler les récepteurs c33, et avoir
proposé une modification structurelle qui permettra de le greffer sur le polymère, il a été
possible de confirmer, grâce aux simulations numériques, que ‘habilitée du ligand pour
cibler le récepteur n’est pas affectée pour l’addition de une petite chaine de deux
carbones qui agisse comme pont de liaison entre le ligand et le polymère qui formera les
nanoparticules. En fait, la modification proposée respecte intégralement les conditions
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structurelles principales pour que le couplage ait lieu entre le récepteur et ligand; ainsi,
la modification pour effectuer le greffage ne change pas des facteurs comme la longueur
de la molécule, le groupe NH libre, la configuration des azotes type amidine et le
anneau aromatique fusionné. Par contre, cette modification structurelle a été
soigneusement planifie sur le site de la molécule qui a été démontré ne changent pas
de manière significative l’activité.
Les simulations démontrent que le ligand modifié est même plus puissant que le ligand
naturel (RGD) des récepteurs intégrines aI33. On a pu prouver que la réalisation de ces
simulations numériques résulte très convenable, parce qu’elles permettent de anticiper
et prédire si malgré la modification structurelle, le ligand est encore capable de cibler le
récepteur avec un degré acceptable de sélectivité et puissance. De plus, les
simulations numériques augmentent la probabilité de succès, en évitant aussi de
dépenses non nécessaires pour la synthèse de molécules qui pourraient perdre son
activité due aux modifications ou parce que son orientation envers le récepteur peut ne
pas être la correcte après son greffage.
En conséquence, les simulations numériques effectuées ont montré que le ligand est
adéquat pour être greffé sur un polymère et pour produire des nano-particules qui seront
actives ciblant les intégrines af33. Maintenant il est possible de procéder à la synthèse
chimique du ligand modifie et son greffage sur le polymère, avec un certain grade de
confiance que d’obtenir le produit attendu, celui va probablement cibler le récepteur
désiré, parce que son configuration structurale est appropriée pour interagir et s’attacher
dans le poche du récepteur. À continuation, la méthode planifiée pour synthétiser le
ligand et le greffer sur le polymère sera expliquée; ensuit, les résultats de cette synthèse
seront présentés et analyses.
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Chapitre 4, Planification pour l’obtention des produits
Discussion sur la méthode de synthèse du ligand
De nombreux groupes de recherche ont synthétisé des analogues structuraux à la
séquence peptidique RGD; entre les analogues développés ils se trouvent plusieurs
méthodes pour fabriquer des antagonistes d’intégrine af3 basés sur le noyau de
benzodiazépine, correspondant au type des ligands possédant les caractéristiques de
puissance et sélectivité envers le récepteur choisi.
En premier, la méthode de synthèse pour fabriquer le ligand de la figure 2, incluant la
fonction chimique nécessaire pour permettre son greffage sur le polymère, a été
inspirée pour le travail de Atkins et collaborateurs, ainsi que par d’autres travaux. La
fonction disponible pour greffer le ligand —le groupe hydroxyle dans la position 4 du
noyau de benzodiazépine- ne fait pas partie du groupe pharmacophore du ligand. Par
conséquence, l’un des objectifs de cette recherche est d’adapter ces méthodes et de
proposer une voie de synthèse simple, efficiente et économique pour produire le noyau
de benzodiazépine et le ligand envisagé. Le résultat de cet exercice est présenté dans
les schémas de synthèse 1 à 4, grâce auxquels le produit projeté est obtenu. Pour
commencer, dans le schéma 1, la synthèse utilise dix réactions, dans laquelle, les sept
premières réactions sont performées de façon consécutive dans un même réacteur sans
avoir besoin de purifier les intermédiaires, tout cela avec un rendement très acceptable.
Schéma 1:
(li)
44
MeOOC
(iv)
+ tCHzzCH,
5 I
CH 6 COOMe
(CH)2 CH3
(vii)
H COOMe
$
ŒE
H H ŒXWD H ‘_.-œrH
9 91
j) CH3O(CH2)2NH2 dans CH3OH; ii) NaBH4, H20; iii) H2, PU-C; iv) diméthyl
acétylènedicarboxylate (DMAD); y) CH3COOH, A; vi) NaOCH3, A; vii) Pd-C, NaBH4,
H20, NaOH; viii) Novozym 435, t-BuOH, H20, HN3; ix) DCC, 4-pyrrolidinopyridine,
Et20; x) si X=l: complexe iodure monochlorure de pyridine, H20, NaOH; si X=Br:
Bu4NBr, N-Bromosuccinimide, NaHCO3, H20.
Dans cette procédure, la synthèse commence avec la transformation du 2-
nitrobenzaldéhyde (1). (j, ii) D’abord, la conversion du réactif (1) en l’intermédiaire (3)
est faite par amination réductive avec la 2-méthoxyéthylamine en présence de
92 X=1,Bc
‘o
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borohydrure de sodium dans du méthanol, en passant par le composé intermédiaire N
(2-nitrobenzylidene)-2-methoxyethanamine (2). Le méthanol est aussi le solvant dans
lequel sont faites les réactions suivantes, ce qui facilite le processus et favorise la
synthèse du noyau benzodiazépine dans un même réacteur, sans besoin d’isoler les
intermédiaires et en fournissant un rendement plus élevé. (iii) Ensuite, le composé N
(2-nitrobenzyl)-2-méthoxyéthanamine (3) est réduit dans la position 2 afin de convertir le
groupe nitro en amine, cette réduction est réalisée facilement par hydrogénation
catalytique sur Pd-C produisant le composé 2-((2-
méthoxyéthylamino)méthyl)benzènamine (4) •89,90,91 (iv) La réaction subséquente du
composé (4) avec le réactif DMAD (diméthyl acétylènedicarboxylate) fournit le conjugué
des composés (5) et (6), (y) lesquels produisent, par traitement avec de l’acide acétique,
la quinazoline: méthyl 2-(( méthoxycarbonyl) méthyl)-1 ,2,3,4- tétrahydro-3-(2-
méthoxyéthyl) quinazoline -2-carboxylate (7). (vi) Ultérieurement, la réaction de la
quinazoline (7) avec le méthanoate de sodium provoque une réorganisation structurelle
pour former le noyau benzodiazépine désiré: méthyl 2-(4,5-dihydro -4-(2-méthoxyéthyl)-
3-oxo- 1 H-benzo[eJ [1,4] diazépine-2(3H)- ylidène) acétate (8). On présume que cette
réorganisation structurelle de la quinazoline, produisant une expansion de l’anneau, se
passe par déprotonation du carbone alpha de l’ester de méthyle, suivi par la rupture de
l’anneau pour produire un azote anionique qui réagit avec le groupe ester et forme
ensuite une diazépine insaturée. La réaction (vii) correspond à la réduction de la
double liaison présente sur la position 2 de l’anneau de benzodiazépine, en utilisant
comme catalyseur une fois encore Pd-C et duNaBH4.92
D’après la littérature, l’activité biologique des dérivées de benzodiazépine sur les
récepteurs d’intégrine Œv133 est presque exclusive de l’énantiomère (S), par
conséquence, il était nécessaire de séparer le mélange racémique du composé (9).
(viii) La séparation des énantiomères du mélange racémique des analogues du
composé (9) a été faite avec succès dans le passé grâce à l’utilisation des méthodes
biocatalytiques, utilisant des enzymes qui sont capables d’hydrolyser sélectivement
l’ester racémique pour produire l’acide avec la stéréochimie (S). L’enzyme lipase B
provenant du Candida Antartica possède spécifiquement ces caractéristiques, elle est
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capable d’hydrolyser l’énantiomère (S) sans convertir l’énantiomère (R). Ainsi, le produit
commercial Novozime 435, correspondant à la lipase B immobilisée sur un support
inerte (résine de polyacrylamide), a été utilisée. Après que la réaction enzymatique
énantiosélective ait été réalisée, il fallait séparer physiquement l’acide (9.1) de l’ester, ce
qui a été fait par solubilisation de l’acide dans une base faible en milieu aqueuse pour
permettre à l’ester insoluble de cristalliser et de faciliter sa séparation par filtration.93,94
Il faut noter qu’afin de pouvoir greffer le ligand sur le polymère au moyen de la fonction
hydroxyle dans la chaîne à deux carbones en la position 4, la fonction acide de la
position 2 (voir figure 3) doit être préalablement protégé. (ix) Alors, après l’obtention de
la solution aqueuse du composé (9.1), cet acide a été traité afin de produire une fois
encore le méthyle acétate de la benzodiazépine: méthyle 2-(4,5-dihydro-4-(2-
méthoxyéthyl)-3-oxo-1 H-benzo[eJ[1 ,4Jdiazépine-2(3H)-ylidène) acétate, mais cette fois
exclusivement dans sa configuration (S), l’énantiomère pur. La protection du groupe
acide est faite grâce à une méthode facile et douce qui permet la conversion des acides
carboxyliques en éthers à température de la pièce dans conditions essentiellement
neutres; l’utilisation de DCC permet la conversion avec des quantités isomolaires de
l’acide et de l’alcool.95’9697’98’99
Par la suite, pour compléter le travail sur le noyau de benzodiazépine protégé pour les
fonctions hydroxyle et acide, il tallait réaliser l’union de la deuxième moitie du ligand qui
correspondait à la section centrale méthyle acétamide et à celle du méthyle
benzimidazole. Afin de pouvoir introduire ladite moitié, le noyau de benzodiazépine
devait posséder un groupe halogène dans la position appropriée sur laquelle cette
moitié serait fixée (position 7). Il existait deux possibilités, (x) ajouter un atome d’iode
ou ajouter un atome de brome; dans le premier cas, la réaction s’effectue en utilisant
l’agent d’iodation « pyridine iodine monocloride complex (PIM) » duquel on espérait une
réaction propre et spécifique sur le carbone 7; la deuxième possibilité proposait
l’introduction d’un atome de brome, utilisant Bu4NBr et le N-bromosuccinimide. Avec
n’importe laquelle de ces deux options, l’objectif était de produire le composé (1O).b00
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Schéma 2:
(xi)
xi) Dans Ethyle Ether à 0°C.
La deuxième étape dans la procédure de synthèse du ligand correspond à la fabrication
de la moitié contenant l’extrémité de méthyle benzimidazole, contenant la fonction
d’azote que constituerait le centre d’acétamide du ligand. (xi) Le produit (12) est obtenu
facilement grâce à la réaction des produits commerciaux cc chlorométhylbenzimidazole »
(11) et cc méthyle amine ,,1O1,102,103 La fonction amine secondaire est le groupe
nécessaire et adéquat pour attacher la molécule (12) au noyau de benzodiazépine.
Schéma 3:
B
(xiii)
14
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xii) Si X=Br: triphénylphosphine, n-Bu3N, (Ph3P)4Pd, N-méthyl-2-pyrrolidinone, Ar, CD,
NaOH. Si X=I: N,N’-diisopropyléthylamine (DIEA), (Ph3P)2PdCI2, N-méthyl-2-
pyrrolidinone, CD; xii) CH2CI2 sèche , 15-crown-5, Nal, BBr3, NaHCO3
L’assemblage final du ligand correspond à la liaison du compose (13) « (1H-
benzo[d]imidazol-2-yl)-N-méthylméthanamine» dans la position 7 du noyau de
benzodiazépine (10) « (S)-1 ,2,4,5-tétrahydro-7-halogén-4-(2-méthoxyéthyl)-2-(2-
oxopropyl)benzo[eJ[1,4]diazépine-3-one ». (xii) La procédure pour lier les deux parties
du ligand comporte une seule réaction d’aminocarbonilation catalysée par palladium. Il
est alors possible de joindre les deux composés en incluant une fonction carbonyle
entre eux, caractéristique essentielle pour l’activité biologique du ligand sur I’intégrine
aVf33. Pour cette réaction, les paramètres les plus importants à contrôler sont l’addition
du catalyseur et l’addition d’un ligand pour lier et stabiliser le catalyseur; d’après la
littérature, la triphénylphosphine est le ligand recommandé pour faire cette réaction
d’aminocarbonilation; d’autres ligands peuvent rendre le catalyseur inerte ou peuvent ne
pas fournir la stabilisation nécessaire pour que la réaction ait lieu. Entre autre, dans la
réaction, une base est utilisée pour libérer l’amine.100
Finalement, afin de préparer le ligand pour son greffage sur un polymère, la fonction
hydroxyle sur la chaîne du positon 4 doit être disponible. Par conséquence, après la
réaction d’aminocarbonilation, le groupe méthoxy dans cette position est éliminé pour
rendre disponible l’hydroxyle. (xiii) La déprotection du groupe méthoxy est faite au
moyen d’une méthode de déméthylation spécifique des éthers aliphatiques attachés à
des atomes de carbone primaires ou secondaires, par le réactif 1 5-crown-5.104’105
Le polymère
Les nanoparticules qui seront fabriquées pour cibler les récepteurs intégrines Œf33 des
tissus cancéreux, transporter un principe actif antinéoplasique (vectoriser) et contrôler
les processus d’angiogenèse des tumeurs, doivent être composées d’au moins trois
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parties: le ligand spécifique et puissant pour cibler et inhiber l’activité du récepteur, un
polymère capable de conformer le corps (la matrice) des nanoparticules et de supporter
le ligand, un principe actif que l’on veut transporter jusqu’aux tumeurs.
L’objective de la vectorisation des médicaments est le transport des molécules
biologiquement actives au moyen des microparticules, jusqu’à leur cible biologique;
dans ce cas, les intégrines a43, visant à modifier la distribution d’un agent cytotoxique
en le délivrant sélectivement au niveau de la tumeur. Après administration
intravasculaire, les vecteurs particulaires sont distribues en permettant le ciblage (les
nanoparticules s’adsorberont à la surface des cellules cancéreuses, grâce aux liaisons
du ligand présent dans la surface de la nanoparticule avec le récepteur ciblé). Les
nanoparticules libèrent alors le médicament encapsulé dans l’environnement immédiat
de la membrane cellulaire des cellules néoplasiques. Au même temps, la vectorisation
réduit aussi les concentrations des médicaments anticancéreux au niveau de la
circulation général, effet grandement désiré puisque ces médicaments sont d’habitude
toxiques, en protégeant aussi le principe actif de la metabolization avant d’atteindre la
cible. Par la suit, en plus de la livraison spécifique des médicamentes, on espère que le
ligand greffé sur la nanoparticule agira en tant que antagoniste des récepteurs ciblés, en
bloquant l’activité angiogénique des tumeurs et même en provocant la régression des
tissus neoplasiques.
Or, le présent travail vise à fournir un moyen d’amélioration de la sélectivité des agents
anticancéreux vis-à-vis des cellules tumorales, grâce a la production de vecteurs actifs
constitues par nanoparticules polymériques décorées avec le ligand défini auparavant.
En ce qui concerne le polymère qui constituera les nanoparticules, celui-ci doit tout
d’abord être biocompatible et facilement biodégradable.
Le travail de recherche de Leclair et al., a montré que la fabrication de nanoparticules à
partir d’un copolymère d’acide polylactique (PLA) —polyester de l’acide lactique- est
possible et mène aux résultats désirés pour les caractéristiques physicochimiques des
nanoparticules et leur comportement biologique.63 Par exemple, le métabolisme du PLA
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produit essentiellement des résidus de dégradation de faible toxicité et hydrophiles qui
sont rapidement éliminés par l’organisme; en plus, le PLA est un polymère hydrophobe
permettant l’encapsulation plus facile des composés hydrophobes anticancéreux.
Or, afin de permettre le greffage du ligand sur le polymère, celui-ci devrait inclure
également un groupe fonctionnel qui permet la liaison chimique entre les deux
molécules. Conformément à la description précédente, le ligand possède un groupe
d’alcool primaire libre, disponible pour réagir avec le polymère et constituer le conjugué
prévu; par conséquence une des fonctions les plus appropriées qui peut être portée par
le polymère serait un groupe chlorure d’acide qui permet de créer une liaison type ester
et ainsi greffer le ligand d’une façon stable.
Finalement, le copolymère de PLA utilisé pour y greffer le ligand, correspond au
polymère fonctionnalisé au moyen de l’insertion d’un élément qui fournit le groupe
chimique désiré. En résumé, le copolymère de PLA est fabriqué avec des fonctions
allyle, lesquelles peuvent être modifiées facilement en plusieurs autres fonctions. Selon
la fonction nécessaire, on fait par exemple un alcool, un acide ou un halogénure d’acide
(figure 17); dans le cas du ligand d’intégrine a,43 de ce projet, la fonction nécessaire
pour réaliser la liaison chimique entre les deux molécules est précisément ‘halogénure
d’acide.
Figure 17, Polymère de PLA ramifié par l’insertion d’une fonction capable de fournir des
fonctions allyle, alcool, acide ou halogénure d’acide.
Les travaux précédents du laboratoire ont produit des polymères de PLA ramifiés avec
des fonctions allyle, alcool, acide et halogénure d’acide à des concentrations de 1%,
15
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5%, 20% et 30%; en ce qui concerne le projet présent, le polymère utilisé correspond au
polymère de PLA ramifié avec des fonctions chlorure d’acide (15) à une concentration
de 5%.
Le greffage du lîgand
Après avoir introduit précédemment les éléments nécessaires pour la fabrication du
matériel constitutif des éventuelles nanoparticules actives, en ce qui concerne le ligand
des récepteurs intégrine Œvf33 et le polymère pour le greffer; le couplage du polymère et
du ligand par une liaison ester est ensuite réalisé.
Schéma 4:
_o o
I ÷
(iv)
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L
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(xv)
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52
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xiv) 4-Diméthylaminopyridine (DMAP), pyridine, HCI; xv) [10H, H20, HCI.
La méthode pour greffer le ligand de l’intégrine xf33 sur le polymère comprend le
couplage à partir du chlorure d’acide (15) et catalysé par le DMAP. (xiv) Dans cette
procédure le ligand (14) est utilisé en excès afin d’assurer la fixation totale sur toutes les
fonctions disponibles du polymère.
La dernière étape (xv) correspond à la déprotection du ligand greffé afin de restaurer le
groupe acide carboxylique sur le ligand, qui est une fonction indispensable pour que la
liaison sur le récepteur intégrine af33 ait lieu. L’élimination du méthyle est faite par une
simple hydrolyse qui n’affecte pas la liaison ester entre le ligand et le polymère, puisque
cette fonction est protégée par effet stérique dans le complexe.103”°2
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Chapitre 5, La synthèse des produits et résultats
Le lîgand
Schéma 7:
Selon les descriptions précédentes, la synthèse du ligand commence par l’amination du
2-nitrobenzaldéhyde avec la 2-méthoxyéthylamine, en présence de borohydrure de
sodium dans le méthanol:
(i) Une solution de 2-nitrobenzaldéhyde (1) 10g (66.17 mmol) dans du méthanol
(6OmL) est traitée avec une solution de 2-méthoxyéthylamine (2) 9.94g (132.34
mmol) dans 25 mL d’eau (40%). Le mélange est agité durant 1h à température
de la pièce.
Après 1 heure, une fois terminée la réaction, une chromatographie sur couche
mince (0CM) du réactif (2-nitrobenzaldéhyde) et du mélange réactionnel est faite
avec une phase mobile composée d’acétate d’éthyle et de toluène (7:3), ce qui a
donné les résultats suivants:
Retion )
j •O31 •06
1 2
Figure 18, CCM réaction i):1= Réactif; 2= Mélange réactionnel i) après 1h
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CŒ13
(u)
(ii) Une solution de borohydrure de sodium 1,9g, (5Ommol) dans de l’eau (lOmL) est
ajouté en 10 minutes à température de la pièce, goutte à goutte au mélange
réactionnel provenant de la réaction (I); ensuite le mélange est agité pour 3
heures à température de la pièce.
Reaction ii)
- Reaction ii)
,øO.9i
1 *068
•°
1 2
Figure 19, CCM Réaction ii): 1= Produit de la réaction i); 2= Produit de la réaction ii)
0,2 g du produit de la réaction ii) sont purifiés par chromatographie sur colonne
(Et/Tol 7:3) et 0,18 g d’un produit avec un Rf=0.68 ont été obtenus (rendement
90% à partir de (1)). Ce produit a été analysé par RMN (résonance magnétique
nucléaire) des protons (‘H) dans le chloroforme deutéré (CDCI3). On obtient le
spectre suivant:
2
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Figure 20, RMN 1H composé (3).
RMN 1H (400 MHz, CDCI3) 2.01 (s, 1H, NH), 2.82 (t, 2H, CH2), 3.36 (s, 3H, CH3), 3.52
(t, 2H, OH2), 4.07 (s, 2H, CH2), 7.42 (t, 1 H), 7.54-7.65 (m, 2H), 7.97 (U, 1 H).
(ac
(ffi)
(iii) Le produit de la réaction précédente (ii) est hydrogéné par hydrogénation
catalytique. 0,4 g de Pd-C 10% dans 0,7 mL d’eau sont ajoutés et du H2 est mis
à barboter bulle à bulle dans la solution à température de la pièce pendant 48
heures sous 1 atmosphère de pression. Ensuite, le mélange est filtré sur Celite®
et le résidu est lavé avec du méthanol (2OmL). L’ensemble des filtrats est extrait
en utilisant un système acétate d’éthyle/eau, la partie aqueuse est ensuite re
extraite avec de l’acétate d’éthyle. L’ensemble des phases organiques est séché
a 0 7.0 6 0 0 0 3.0 3.0 2.0
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avec du sulfate de magnésium (MgSO4) et évaporé pour fournir le composé 4
(huile marron).
Reaction iii) -
EoI6:4
$000
$0 46
1 2
Figure 21, 0CM Réaction iii): 1 = Produit de ii); 2= Produit de la réaction iii)
Ensuite, 0,20 g du produit de la réaction iii) sont purifiés par chromatographie sur
colonne avec un système AcEt/Et (6:4) et on obtient 0,16 g du produit avec un
Rf=0.46 (rendement 80% à partir de (1)). Le produit a été analysé par RMN 1H
dans CDCI3 et on obtient le spectre suivant:
-1000
—3CO0
-2000
-1000
70 60 40 30
ppm (Il)
Figure 22, RMN 1H composé (4).
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RMN ‘H (400 MHz, CDCI3) 2.02 (s, 1 H, NH), 2.75 (t, 2H, CH2), 3.32 (s, 3H, CH3), 3.47
(t, 2H, CH2), 3.78 (s, 2H, NH2), 6.64 (t, 2H, J = 7.4, 1 .3 Hz), 6.93-7.09 (m, 2H, J = 7.2,
1.2 Hz)
t:x:-
6
(iv) À une solution du produit impur de la réaction iii) (diamine (4) =60 mmol) dans du
méthanol (45 mL) est ajoutée une solution de DMAD 8.53 g (60 mmol) dans 20
mL de méthanol, goutte à goutte en 30 minutes. Le mélange est agité par 1
heure à température de la pièce.
Reaction iv) -
•009
Ù 84
•063 •813
•85
r3
1 2 3
Figure 23, CCM Réaction iv): 1= Produit de la réaction iii); 2= Réactif DMAD; 3= Produit
de la réaction iv)
4
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5
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(v)
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(y) Au produit impur de la réaction iv) sont ajoutés 0.5 g (8.22 mmol) d’acide
acétique glacial, ensuite la solution est chauffée au reflux pendant 1 heure.
fleaction o) -
•083
•0157 •l71
•053
043
•933
023
1 2
Figure 24, CCM réaction V): 1= Produit réaction iv); 2= Produit réaction y)
(vi) Après que la solution produite par la réaction y) ait été refroidi à 50°C, 3.9 mL
d’une solution à 30% de NaOCH3 (1.16 g, 21.5 mmol) dans méthanol est ajoutée
et le mélange est chauffé pendant 2 heures. Ensuite, le mélange est refroidi à
50°C et 1 .3 g (21 .7 mmol) d’acide acétique glacial sont ajoutés, subséquemment
75 mL d’eau sont ajoutés aussi à 50°C. Par la suite, le mélange est refroidi en 1
heure jusqu’au à 0°C et agité à cette température pour 5 heures, puis il est laissé
pendant la nuit à la même température. Le solide correspondant au composé (8)
est récupéré par filtration, lavé avec un mélange eau:méthanol (3:2) (50 mL) et
laissé sécher à l’air.
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Reaclionv I) -
A,UToI (5:4)
•°7°
.051
0 34
•0i19
1 2
Figure 25, CCM reaction vi): 1= productfrom y); 2 reaction vi)
Ensuite, 0.3 g du produit de la réaction vi) sont purifiés par chromatographie sur
colonne avec le mélange AcEt!Tol (6:4) comme élu ant et 0,20 g d’un produit avec
un Rf=0.55 sont obtenus (rendement 66% à partir de (1)). Le produit a été
analysé par RMN 1H dans CDCI3 le spectre suivant a été obtenu:
-2500
-2000
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Figure 26, RMN 1H composé (8).
60
RMN 1H (400 MHz, CDCI3) 3.22 (t, 2H, CH2 J= 16.3, 7.6 Hz), 3.29 (s, 3H, OH3), 3.46
(s, 2H, OH2), 3.64 (s, 3H, OH3), 3.93 (s, 1H, NH), 4.30 (s, 2H, OH2), 4.79 (s, 1H, OH),
6.65 (U, 1H J= 5.3 Hz), 6,73 (t, 1H, J= 7.7, 1.5 Hz), 7,07-7.31 (m, 2H).
(vii) Le pH de une solution de méthanol (50 mL) du produit de la réaction vi) est ajusté
à 7.5, avec de l’acide acétique glacial. La solution est agitée pendant 30 minutes
à une température de 30-35°C. Ensuite, 0,6 g de Pd-C 10% dans 0.5 mL d’eau
sont ajoutés, et postérieurement une solution de 1 .4 g de NaBH4 (37 mmol) et
0,5g NaOH dans de l’eau (10 mL) sont ajoutés goutte à goutte pendant une
heure. Le mélange est chauffé à 40-45°C, agité pour 1 heure. Ensuite, le pH de
la solution est amené de 9.6 à 7.0 avec de l’acide acétique. 40 mL de CH2CI2
sont ajoutés, le mélange est filtré à travers de la Celite® à une température de
35°C et le filtrat est lavé avec CH2CI2 à 30°C (2x 20 mL). La phase organique est
séparée, séchée sur MgSO4 et évaporée pour concentrer le produit de la
réaction.
Reaction vii)
-
Ac4)
•U 65
0.56
•n 48
838
Figure 27, CCM réaction vii)
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Le mélange résultant de la réaction vii) est purifié au complet au moyen de la
chromatographie sur colonne avec une phase mobile composée de AcEt/Tol
(6:4), et 11.8 g du produit (9) sont obtenus (Rf = 0.65), ce qui signifie un
rendement de 61% à partir de (1).
(Œ)2 °b
(ii)
H axrvè
(viii) Le produit (9) (11 .8 g, 40.4 mmol) et 3 g de Novozyme 435 sont mélangés dans
du t-BuOH à 88% (100 mL). Le mélange est agité et chauffé à 50°C pendant
10h, tout en contrôlant le pH à 7.0 par l’addition d’ammoniaque à 88% dans t
BuOH. Ensuite, le mélange de réaction est filtré et le filtrat est lavé avec t-BuOH.
Une solution de NaHCO3 8% w/v (22 mL) est ajoutée et le pH est ajusté à 7.5 par
l’addition de HCL 0,5 M (10 mL typiquement). La solution totale est évaporée
sous vide à une température mineur de 50°C. De l’eau est additionnée (30 mL),
la solution se laisse refroidir à température de la pièce et elle est agitée pendant
1 heure. Le solide est séparé par centrifugation et le liquide surnageant est lavé
avec du CH2CL2, ensuite le CH2CL2 est jeté et la phase aqueuse contenant
l’acide (9.1) est conservée. Le produit (9.1) est isolé par acidification avec du
HCI, le précipité est filtré et lavé avec de l’eau et du i-PrOH et séché à l’air. Ils
sont obtenus 5.5 g (18.8 mmol) de lénantiomère (S) — (9.1), ce qui représente un
rendement de 45% à partir du mélange racémique (9).
(ix)
9.1 H _—ŒXH H
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(ix) Une solution de 5.5 g de l’acide 9.1 (18.8 mmol), 4.3 g de N,N
dicyclohexylcarbodiimide (DCC) (20.68 mmol), 1 g de MeOH (31 .25 mmol) et
3.1 1 g de 4-pyrrolidinopyridine (2 mmol), dans 50 mL de l’éther est laissée à la
température de la pièce pour 20 heures. Une fois que l’estérification est
terminée, le N,N-dicyclohexyl urea est filtré et le filtrat est lavé avec de l’eau
(3x50 mL), avec une solution à 5% de l’acide acétique (3x50 mL) et une autre fois
avec de l’eau (3x50 mL), puis séché sur MgSO4 et évaporé pour obtenir le produit
désiré (9.2).
Réaction ix)
•069
•O6I
053Û44
2
Figure 2$, 00M Réaction ix): 1= Produit de vii); 2= Produit de ix)
0.3 g du produit de la réaction ix) est purifié par chromatographie sur colonne
avec EtOAc/Tol (6:4) et 0,28 g du produit avec un Rf=0,69 sont obtenus
(rendement 93% à partir de (9.1)). Le produit a été analysé par RMN 1H dans
CDCI3 et donne le spectre suivant:
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Figure 29, NMR composé (9.2)
RMN 1H (400 MHz, CDCI3) 2.36 (m, 2H, CH2), 3.30 (s, 3H, CH3), 3.52 (t, 2H, CH2),
3.69 (t, 2H, CH2), 3.75 (s, 3H, CH3), 4.40 (s, 1H, NH), 4.79 (t, 1H, OH), 5.45 (s, 2H,
OH2), 7.04(t, 2H), 7.20 (d, 1 H), 7.28 (ddd, 1H)
(x) A: X=I
0.5 g du produit de la réaction ix) sont dissous dans un mélange de
CH2CI2:MeOH (1:1), le pH de la solution est ajusté à 7.0 par adition de NaOH à
47%. 0.14 g (0.6 mmol) du complexe Pyridine-lode monochlorure (PIM) sont
ajoutés doucement à la solution en 30 minutes. Le pH est soigneusement
contrôlé pendant l’addition du PIM par l’addition de NaOH 1 M afin de le maintenir
x=I, Bc
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dans un intervalle de 6.5 à 7.5, aussi la température est ajustée à 10°C. Ensuite
le mélange est agité pour 40 minutes à 10°C, pendant que le pH est à 7.0. 1.1
mL de CH2CI2 sont ajoutés et la température est ramenée à la température de la
pièce; la phase organique est jetée et la phase aqueuse est lavée avec plus de
CH2CI2. Subséquemment la phase aqueuse est acidifiée par l’addition du HCL
1M pour obtenir un pH entre 3.5 et 4.0. Le mélange est agité pour 30 min et
ensuite il est filtré, le solide est lavé avec de l’eau, de l’i-PrOH est ensuite séché à
50°C pendant 12 heures.
Reaction xi)
AcEtrrol t6:4)
0.40
Figure 30, CCM réaction x) (X=l). 1= produit de x)
Ensuite, 0.2 g du produit de la réaction x) sont purifiés par chromatographie en
colonne avec AcEt/Tol (6.5:3.5) et 0,08 g du produit avec Rf=0.66, 0,04 g du
produit avec Rf=0.40 et 0,04 g du produit avec Rf=0.74 sont obtenus. Ces
produits son analysés par RMN 1H dans CDCI3. On obtient un produit majoritaire
qui a le spectre suivant, en particulier, la section aromatique; le reste du spectre
est omis puisque ses caractéristiques sont essentiellement égales au spectre de
la figure 30:
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Figure 31, RMN section aromatique du produit 10 (X=I).
RMN 1H (400 MHz, CDCI3) —SECTION AROMATIQUE- 6,63 (d, 1H), 6,72 (t, 1H), 7,11
(t, 2H).
Le spectre précédent montre que la réaction diodation du composé 9 n’a pas eu
lieu et la partie aromatique du composé est intacte. Par conséquence, la
stratégie établie est d’essayer l’halogénation du composé avec du Brome.
B: X=Br
Le composé (9.2) provenant de la réaction x) (5 g, 17.1 mmol), est mélangé avec
0.65 g de n-Bu4NBr (0.2 mmol) dans 50 mL de CH2CI2, le mélange est chauffé à
reflux pendant 30 minutes. Ensuite, la température est refroidi à 30°C et 3.64 g
de N-bromosuccinimide (20.5 mmol) sont ajoutés petit à petit. La réaction est
agitée à température de la pièce par 1 heure et postérieurement lavée avec une
solution du NaHCO3 5% (20 mL) et deux fois avec de l’eau (20 mL). Le liquide
est ensuite évaporé par portions et le volume de CH2CI2 éliminé (40 mL) est
remplacé par de l’hexane; la suspension résultante est refroidie, filtré et lavé avec
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de I’hexane. Le produit est ensuite séché pendant 10 heures, fournissant 4.5 g
d’un solide (rendement de 90% à partir de (9.2)).
Rétioft x)
•O82
•o65 065
1055
016
1 2
Figure 32, CCM réaction x): 1= Produit réaction ix); 2= Produit réaction x) (X=Br).
Le mélange résultant de la réaction x) (X=Br) est purifié au complet par
chromatographie sur colonne avec un éluent composé de AcEt[FoI (6:4). 3.8 g
du produit (10) sont obtenus (Rt = 0.82), ce qui signifie un rendement de 76% à
partir de (9.2). L’analyse RMN 1H de ce dernier produit fournit le spectre suivant:
Figure 33, RMN section aromatique du produit 10 (X=Br).
RMN 1H (400 MHz, CDCI3) —SECTION AROMATIQUE- 6,51 (d, 1H), 7,11 (t, 2H).
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Le spectre précédent montre que la réaction de bromination du composé 9 est
fructueuse et fournit le composé halogéné dans la position 7. En plus, le
rendement obtenu avec cette réaction est très acceptable.
Schéma 2:
a ii
(xi) 8,95 g (12.8 mL, 0.28 mol) de méthylamine sont dissous dans une solution
composé par 200 mL de diéthyl éther et 10 mL de MeOH à 0°C. Ensuite, 23.45
g (0.14 mol) de 2-chlorométhylbenzimidazole sont additionnés lentement et le
mélange est agité pour 3 heures à température de la pièce; par la suite, la
réaction est continuée toute la nuit. 400 mL plus d’éther sont additionnés et le
mélange est refroidi dans la glace pour 3 heures. Le précipité est filtré. Le filtrat
est saturé avec HCI et ensuite filtré et concentré.
Réaction xi)
Ether/MeOHjL
•068
1023 026
1 2
Figure 34, 0CM Réaction xi): 1 = Réactif 11; 2= Produit réaction xi)
Ensuite, le produit de la réaction x) est purifié au complet par chromatographie
sur colonne avec Éther/MeOH (8:2) et 27.9 g (0.12 mmol) du produit de Rf=0.68
sont obtenus (rendement 86% à partir de (11)). Ensuite, ce produit a été analysé
par RMN 1H dans CDCI3, obtenant et le spectre suivant:
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Figure 35, NMR composé (12)
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) 2,46 (s, 1H, NH), 3,37 (s, 3H, CH3), 3,98 (s, 2H, OH2),
5,03 (s, 1H, NH), 7,17 (s, 2H), 7,53 (d, 2H).
(xii) De l’argon est mis à barboter dans un mélange de 3.5 g (9.46 mmol) du composé
(10), 5.23 g (22.35 mmol) du composé (12), 2.94 g (11.18 mmol) du
12
(di)
13
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triphénylphosphine, 15.5 g (78.24 mmcl) n-Bu3N et 2.57 g (2.24 mmol) de
(Ph3P)4Pd dans 47 mL de N-méthyle 2-pyrrolidinone. Ensuite, CO (monoxyde de
carbone) est mis à barboter pendant 30 min. Le mélange est chauffé à une
température de 100-105°C sous atmosphère de GO pendant 12 heures. Par la
suite le mélange est refroidi et acidifié à pH=2 avec de HCI concentré. La
solution est extraite avec du EtOAc et la phase organique est ensuite éliminée.
La phase aqueuse est neutralisée avec du NaOH à 30% et ensuite extraite avec
CH2CI2. Les phases organiques sont séchées avec MgSO4, concentrées et
purifies au complet par chromatographie sur colonne avec une phase mobile de
MeOH/CH2CI2 (1:9).
Réaction xi -22
•058
O28 O32 035T0
.25
1 2 3
Figure 36, CCM réaction xii), 1= Réactif 10, 2=Réactif 12, 3=Produit réaction xii)
La chromatographie sur colonne a fourni 3.35 g (7.0 mmol) du produit (13) avec
Rf=0.58, ce qui signifie un rendement de 74% à partir du produit 10. L’analyse 1H
RMN du produit montre le spectre suivant:
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Figure 37, RMN produit (13).
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) 2,23 (m, 2H, OH2, J= 16.3, 7.6, Hz), 2,73 (s, 3H, OH3),
3,11 (s, 3H, OH3), 3,32 (t, 2H, CH2), 3,93 (s, 3H, OH3), 4,06 (t, 2H, CH2, J 16.3, 6.9 Hz),
5,43 (t, 1H, CH), 5,96 (m, 2H, OH2), 6,06 (d, 2H, CH2, J= 5.9 Hz), 6,72 (t, 2H, NH, J= 7.6
Hz), 7,18 (m, 1H, j= 5.3 Hz), 8,46 (d, 2H), 8,67 (d, 2H), 8,02 (t, 2H).
(dii)
13
14
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(xiii) Une solution du composé (13) -méthyle éther- à déprotéger (2.0 g, 4.7 mmol),
dans CH2CI2 (20 mL) est agitée pendant 15 minutes sous une atmosphère
d’argon et à une température de -30°C; ensuite, 20 mL d’une solution d’éther
couronne 15-Crown-5 (12.24 mmol) et de Nal (12.24 mmol) dans CH2CI2 sont
ajoutés; par la suite, 6.3 mL d’une solution de BBr3 1M sont aussi ajoutés. La
réaction est agitée à la même température (-30°C) pour 3 heures. Pour terminer
la réaction, 10 mL d’une solution saturée aqueuse de NaHCO3. La phase
organique est lavée avec de l’eau et ensuite évaporé; le concentré est purifié par
chromatographie sur colonne avec MeOH/CH2CI2 (7:3). 1 .78 g (3.82 mmol) du
composé (14) (Rf=0.46) sont obtenus (rendement 89% à partir de (13)); ce
produit est analysé par 1H RMN.
Réc.tion xiii)
MeOHICH2CI2 (7:3)
•356
Vo46
1 2
Figure 38, 0CM réaction xiii: 1= produit (13), 2= Produit réaction xiii)
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Figure 39, RMN 1H produit (14).
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6) 2.23 (m, 2H, CH2), 2.09 (t, 1H, OH2,), 2.97 (s, 3H, OH3),
3.43 (t, 2H, CH2), 3.84 (s, 3H, CH3), 3.95 (t, 2H, OH2, J= 15.0 Hz), 5.16 (t, 1H, CH, 4.8
Hz), 5.94 (m, 2H, OH2), 6.06 (d, 2H, OH2, J=16.4 Hz), 6.70 (t, 2H, 2xNH), 7.79 (m, 1H),
8.42 (d, 2H), 8.81 (d, 2H), 8.91 (t, 2H).
Le spectre précédent démontre l’absence du pic correspondant au groupe méthyle de la
chaîne de deux carbones dans la position 4 du noyau benzodiazépine, ce qui indique
que la déprotection sélective du groupe méthoxy, afin d’obtenir le groupe hydroxyle
libre, a été fructueuse.
73
Greffage du lîgand sur le polymère
o o
(xiv) Une solution de 1 mg/mL du polymère fonctionnalisé (1 5) dans du chloroforme est
mélangée avec une autre solution de 1 .5g (3.22 mmol) du composé (14) dans 13
mL de chloroforme (7.5 equiv) et avec une dernière solution à 10% de DMAP
dans la pyridine (ljiL/mg de produit 14). Le mélange est agité pendant 3 heures
et ensuite de I’HCL 1M est ajouté en quantité suffisante pour neutraliser la
pyridine. Puis, le chloroforme est évaporé et la phase aqueuse est filtrée pour
récupérer le ligand protégé greffé sur le polymère (16). Le ligand protégé est
lavé avec de l’eau (150 mL) à fin d’assurer l’élimination du ligand protégé non
greffé. L’observation des propriétés du ligand protégé (14) a montré que cette
molécule est légèrement soluble dans l’eau, ce fait a été confirmé par des
estimations réalisées à l’aide des logiciels qui son capables de calculer et prédire
ce paramètre; ainsi, la solubilité du ligand protégé (14) est approximativement de
1.22gIlOOmL (0.026 mol/L).106 En conséquence, il a été possible d’assumer que
le produit (16) de la réaction correspond au complexe ligand-polymère où il ne
reste pas de ligand protégé non greffé.
14
16
I 5Çb
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Le complexe ligand-polymère protégé est analysé par ‘H RMN, et le spectre
suivant est obtenu:
—1000
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Figure 40, RMN ‘H produit (16)
À cause de la faible concentration de ligand greffé sur le polymère (5%) et des
signaux propres du polymère, il n’est pas possible de bien reconnaître toutes les
caractéristiques structurales du ligand dans le spectre. Cependant, on observe
des signaux qui indiquent la présence du ligand dans l’échantillon analysé, par
exemple, le pic à 2.26 ppm correspond clairement au groupe méthyle sur
l’atome d’azote de la fonction acétamide centrale; de même le pic à 3.97
correspond au groupe méthyle de l’ester dans la position 2 de l’anneau de
benzodiazépine. Une autre indication claire du greffage du ligand sur le polymère
sont les signaux à 6.82-7.83 ppm, qui démontrent la présence des hydrogènes
aromatiques, dans la proportion correcte correspondant aux groupes aromatiques
du ligand, c’est-à-dire, approximativement 7 hydrogènes; Il faut noter que la seule
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source de protons aromatiques est le ligand, puisque le polymère fonctionnalisé
ne possède pas des fonctions aromatiques. Par ailleurs, le reste de signaux sur
le spectre de la figure 40 sont caractéristiques du copolymère PLA.
(xv) Une solution de 1.0 g du composé (16) dans un mélange de THF et d’eau (1:1)
(40 mL), est traitée avec 6.0 mL d’une solution 1 .0 N de LIOH (6 mmol) qui est
ajouté lentement à température de la pièce. Le mélange est agité pour 24
heures, puis le produit est récupéré dans du chloroforme qui postérieurement est
éliminé par évaporation en présence d’un même volume d’eau; le produit 17
précipite dans la phase aqueuse. Cette dernière étape est répétée deux fois pour
bien laver le polymère. De la même manière que dans la réaction xiv, le produit
(xv)
16
17
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précipité a été lavé avec de l’eau à fin de assurer l’élimination de tout reste du
ligand non greffé. Nonobstant que l’on a présumé que le lavage du produit (16)
avait éliminé le excès su ligand non greffé (protégé), dans le cas qu’il reste du
ligand non greffé, déprotégé après la réaction xv, celui (produit 17) est encore
plus soluble dans l’eau que le produit (16) et par conséquence est aussi éliminé
du produit (17) par le lavage final.
L’analyse 1H RMN du produit obtenu dans DMSO-d6 fournit le spectre suivant:
—1500
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Figure 41, RMN 1H produit (17)
Dans le spectre précédent, il est facile de remarquer l’absence du pic singulet
dans les environs de 4.00 ppm, signal qu’avait été reconnu dans la figure 40
comme le pic caractéristique du groupe méthyle protecteur de l’acide
carboxylique dans la position 2 du noyau de benzodiazépine. Le reste du spectre
est essentiellement équivalent au spectre de la figure 40, démontrant que la
déprotection du groupe acide s’est passée avec succès et que le ligand de
benzodiazépine déprotégé est correctement greffé sur le polymère. Le lavage
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des produits 16 et 17, à la fin des réactions xiv et xv respectivement, assure que
le ligand non greffé a été éliminé et que le matériel obtenu et analysé par RMN
corresponde au ligand greffé sur le polymère.
En plus, il est possible de vérifier le greffage du ligand sur le polymère au moyen
des essaies de chromatographie GPC (chromatographie d’exclusion stérique),
qui permet de déterminer les masses molaires moyennes des polymères. Cette
technique indique la masse molaire moyenne en fonction du volume
hydrodynamique des macromolécules. En théorie, le volume hydrodynamique
est différent pour deux macromolécules de même masse molaire mais
d’architecture différente, par exemple, une macromolécule non linéaire occupera
un plus grand volume qu’une macromolécule de même masse molaire linéaire et
sera donc élué plus rapidement même si les deux masses molaires sont
identiques; ainsi, le polymère contenant le ligand greffé sera élué plus rapidement
que le polymère sans ligand.107
Conctusïons et perspectives
Ce travail de recherche démontre la possibilité de modifier un ligand connu, qui cible
une structure biologique particulière, spécifiquement les récepteurs intégrine aVf33, afin
de permettre son greffage sur un polymère ramifié qui est le matériel le plus approprié
pour fabriquer des nanoparticules. En plus d’être capable de transporter un
médicament antinéoplasique jusqu’aux tissus cancérigènes qui surexpriment les
récepteurs cibles, Ils seront capables d’inhiber dans une certaine mesure le processus
de développement des vaisseaux sanguins des tumeurs. Ils pourraient ainsi provoquer
la régression de ces maladies et antagoniser l’activité du récepteur.
Le ligand greffé sur le PLA a été choisi en fonction de sa puissance d’inhibition et sa très
grande affinité pour ‘intégrine Œv133. Pour confirmer l’hypothèse de liaison du ligand
modifié sur le récepteur intégrine c433, des simulations numériques ont été faites grâce
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à l’utilisation des logiciels qui effectuent le couplage de la molécule sur le site actif de la
protéine et évaluent divers paramètres de l’adhésion.
Le couplage fait entre les molécules imite les interactions physicochimiques entre le
récepteur et le ligand, estime les forces inter moléculaires, la configuration structurelle
spatiale correcte et la flexibilité du ligand pendant le couplage, pour pouvoir prédire
l’affinité et la capacité de produire une activité biologique dérivée de la liaison.
Les simulations du couplage du ligand modifié ont été comparées avec les résultats du
couplage obtenus pour le ligand conformé par la séquence peptidique RGD, qui
correspond à la séquence naturelle présente dans les ligands capables de lier le
récepteur intégrine Œv133; en plus, le site de liaison spécifique sur la protéine a été
déterminé avec précision et ainsi, les essais de liaison ont été réalisés.
En résumé, les essais de couplage effectués avec le logiciel GOLD ont fait le couplage
appliquant les caractéristiques de flexibilité du ligand, fournissant la configuration
structurale la plus approprié de la molécule et montrant le modèle d’attache le plus
convenable du ligand sur le récepteur. Le rapport contenant les résultats concernant
l’évaluation des forces intramoléculaires et intermoléculaires signale que pour le deux
ligands, les interactions de liaison avec le récepteur sont dues principalement aux forces
de Van der Waals, et deuxièmement à des liaisons hydrogène; de plus, il est clair que la
liaison du ligand de benzodiazépine est plus puissante que cella du ligand RGD.
En conclusion, les simulations avec GOLD démontrent que la modification effectuée au
ligand de benzodiazépine, n’affecte pas sa puissance et sa spécificité puisque le
pointage final déterminé par le logiciel est assez élevé et que les forces de liaison
estimées sont très significatives en comparaison avec les résultats pour le ligand RGD.
Les essais faits avec le logiciel BioMed, qui utilise la mesure du potentiel de la force
moyenne (PMF) avec un algorithme génétique de couplage, ont montré que l’orientation
des groupes fonctionnels des ligands coïncide avec les caractéristiques nécessaires
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pour que la liaison ait lieu dans e site actif du récepteur (les groupes donateurs de
liaisons hydrogène coïncident avec la région de la surface bleu du récepteur et que les
groupes accepteurs des liaisons hydrogène sont bien orientés vers les surfaces rouges
du récepteur). L’analyse numérique de la liaison du ligand de benzodiazépine permet
observer clairement que le groupe d’hydroxyle sur la chaîne de deux carbones dans la
position 4 est orienté vers la partie externe de la région d’attachement du récepteur,
démontrant que le greffage du ligand sur un polymère de PLA n’affectera pas l’affinité ni
la liaison de cette molécule sur le récepteur intégrine cLf33. Finalement, le couplage des
ligands avec le logiciel BioMed CaChe confirme que la liaison du ligand de
benzodiazépine est plus forte et plus stable, même avec la modification proposé sur la
position 4, que la liaison du ligand RGD cyclique, selon l’estimation effectuée des forces
intermoléculaires.
En conclusion, les simulations numériques démontrent que le ligand modifié de
benzodiazépine se couple dans le même site accepteur que le ligand naturel, par
ailleurs elles confirment que l’hydroxyle disponible pour lier le ligand sur le polymère est
libre et ne participe pas aux interactions de liaison avec le récepteur. Malgré la
modification réalisée pour rendre possible l’attachement de la molécule sur le polymère
pour fabriquer des nanoparticules, le ligand continue d’être puissant et spécifique pour
l’intégrine c43, produisant un effet plus fort que celui prévu avec la séquence de liaison
naturel RGD.
Par rapport au travail de synthèse, la tâche accomplie fournit le ligand sélectif pour les
intégrines xf33. Les étapes de synthèse comme telles, ne sont pas nouvelles, elles sont
connues et constitue un travail chimique conventionnel, mais l’ensemble de la procédure
pour obtenir le ligand de la figure 2 est nouvelle. La voie de synthèse du ligand protégé
a été mise au point comme l’un des objectifs principaux de ce travail de maîtrise.
Concernant le greffage du ligand sur le polymère de PLA fonctionnalisé et ramifié, le
type de liaison utilisé entre les deux molécules correspond à un ester. Ce type de
liaison a été choisie principalement parce que sa synthèse n’est pas très complexe à
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partir du chlorure d’acide du polymère ramifié, aussi parce que la génération de la
liaison ester fournit un haut taux de couplage, et finalement parce que les liaisons ester
facilitent la biodégradabilité du matériel.
Pour la création de la liaison ester, un alcool primaire de deux carbones dans la position
4 du noyau benzodiazépine qui est très réactif face au chlorure d’acide du polymère est
utilisé. En plus, il a été prouvé grâce aux simulations numériques que ce groupe
fonctionnel ne fait pas partie du pharmacophore du ligand, c’est-à-dire, cette portion de
la molécule n’interagit pas avec le récepteur. Les tests de couplage moléculaire entre le
ligand modifié et attaché au polymère montrent que le ligand conserve son activité
malgré qu’il a été modifié et greffé de façon directe au polymère. Pendant la synthèse
du ligand et du complexe ligand-polymère, l’obtention des intermédiaires et des produits
a été contrôlée par spectrométrie RMN.
En conclusion, le modèle appliqué a fourni finalement un ligand présumé puissant et
spécifique envers les récepteurs intégrine a33, il est modifié chimiquement pour
permettre son attachement sur un polymère de PLA ramifié et fonctionnalisé; il
permettra de fabriquer des nanoparticules, avec le but de cibler de façon spécifique les
nouvelles structures vasculaires générées dans les tissus tumoraux. Il pourra participer
à l’inhibition du processus d’angiogenèse et provoquer la régression des maladies
cancéreuses, pendant qu’en même temps, grâce aux nanoparticules, des médicaments
antinéoplasiques seront libérés dans la tumeur. Le choix de développer le matériel
constitutif du vecteur ciblant le récepteur af33 vise profiter de la surexpression de cette
structure biologique dans les tissus cibles dans la condition pathologique tumorale.
Bien que le travail réalisé tout au long de cette maîtrise est considéré complet par
l’obtention avec succès du matériel constitutif du vecteur ciblant les intégrines af33,
c’est-à-dire, par la production d’un polymère incluant un ligand spécifique pour les
structures cellulaires d’intérêt capable de produire des nanoparticules, le travail relié à
ce projet continuera dans le groupe de recherche du Dr. Hildgen. Des nanoparticules
actives seront fabriquées avec le matériel produit, et au moyen des expériences il sera
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possible de prouver sa capacité pour s’attacher sur les intégrines ŒVP3 et inhiber le
processus d’angiogenèse.
En premier, la capacité du vecteur pour cibler les intégrines af33, qui son surexprimes
dans certains tissues où la génération de nouveaux vaisseaux sanguines est active
(angiogenèse), peut être prouve au moyen de la méthodologie implémenté par Leclair,
et. al,63 en utilisant au moins deux lots différents de microspheres, l’un incluant le ligand
greffée sur le polymère et l’autre constitué seulement par le polymère (temoin), où
chaque un des lots est marqué au moyen d’un colorant. Cette expérience peut être
réalisée avec des anneaux aortiques de rat, puisque il est bien connu que ce tissu est
très actif dans la génération de nouveaux vaisseaux sanguins (angiogenique). Lorsque
le tissu angiogenique est mis en contact avec un mélange des deux lots de
microsphères colorées (les microsphères avec le ligand greffé et colorées, et les
microsphères témoin de couleur différente), on espère que les microsphères avec le
ligand vont s’attacher aux intégrines du tissu et vont rester après le lavage qui élimine
les microsphères témoin; ainsi, par analyse d’images il est possible de reconnaitre les
microsphères lies au tissu grâce au colorant que les différencie.
Additionnement, il est possible d’estimer l’activité anti-angiogenique des antagonistes
des intégrines grâce à cultures des anneaux aortiques de rat dans gels de fibrine ou
collagène. Cet essaie facilite l’appréciation du développement de nouveaux
microvaisseaux, et en présence du vecteur conçu, permettra évaluer le dégrée
d’inhibition en la formation de cette réseau vasculaire provoqué pour le ligand
antagoniste greffé sur les nanoparticules.108’109
Une fois que la suite des travaux permet de fabriquer les nanoparticules contenant le
ligand de l’intégrine c433, il sera possible de prouver que le vecteur conçu est capable
de cibler ledit récepteur, inhiber l’angiogènese et libérer des médicaments
antinéoplasiques dans des tissus cancéreux de manier spécitique. Pour le moment, le
présent travail de recherche constitue le commencement du parcours que peut conduire
au développent d’un alternative thérapeutique spécifique pour le traitement du cancer.
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